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Asigurarea hranei pentru -cele 6 miliarde: de oameni, cil se. estimează că 
vor trăi-pe TERRA în anii 2000, reclamă de pe acum elaborarea unor proiecte 
concrete pe baza cărora să. se stabilească o. politică alimentară adecvată. Con- 
ferinta Mondială a Naţiunilor Unite pentru Alimentaţie (1974) a ardtat că la 
începutul anilor. 1970 peste 460 000 000 — 5000 000 000 de oameni, din care 
40%, copii, sufereau de foamete permanentă, iar numărul lor este in continuă 
creștere. La aceștia se adaugă circa 1 miliard de subnutrifi. În cadrul Conferinţei. 
se estima că, în anul 1985, în condițiile unei productii mondiale de 900 milioane 


fone cereale, deficitul va fi de aproximativ 85 miligane tone. Hrana populatiei - 


depinde in cea mai mare proportie de cei 14—15 milioane km* de teren utilizat 
în scopuri agricole.: — Ee te se ee Mind, g 
„Se apreciază că. ecosistemele cultivate și exploatate asigură omenirii. peste 
90%, din energia consumată sub formă de alimente; iar contribuția oceanului 
mondial este de circa 2%,. În același timp activitatea umană determină o reducere 
substanțială a suprafetei. de teren arabil... Statisticele U.N.E.P. arală că supra- 
față totală. a solurilor. distruse și degradate, cîndva productive; se. ridică 
la 20 000 000 km, măi mult decit -terenul arabil folosii pentru agricultură 
in „prezent. Pierderile de “pămînt pentru. agricultură au loc datorită “urbanizării, 
industrializării, eroziunii, salinizării, deșerlificării sau altor cauze. 

Studiile de prognoză au arătat că deși au fost cr 
irareq unui randament: ridicat în producția de cereale, aceasta creşte pe plan: 
mondial: numai cu 2,6%; tn timp ce necesildfile pentru alimentația oamenilor, 
estimate în raport cu datele demografice si cererile. de nutrefuri peniru hrana 
“animalelor reprezintă. o. creştere de 3,8—8, 4%- zi a ee 


eate condiții pentru înregis- 


„Deficitul de alimente resimtit în urma unor. calamilăţi naturale sau con- -- 


flicte armate: a condus la găsirea unor noi modalităţi de -obtinere a proteinelor. 


Astfel, in primul război mondial, în timpul căruia Germania-a înregistrat un. 
deficit de alimente, a apărut ideea obținerii proteinelor alimentare prin -culti= 


“varea speciei Saccharomyces cerevisiae. Ulterior du fost folosite. si alte specii 


de “drojdii {Candida arborea, C. utilis, Saccharomyces (Candida) lipolytica - 


etc.]. Saccharomyces (Candida) lipolytica, de exemplu, este capabilă să oxideze 
hidrocarburile la acizi grași. care,. ulterior, sint convertiți în substanțe celulare 
cu: un conținut în proteine de aproximaiiv 50%. În același timp se realizează 


o deparafinare de 10— 25%, a substratului (petrolul). În prezent se folosește 


un mare număr de specii ce apartin la genurile Saccharomyces, Candida, Deba- 


ryomyces,. Hansenula, Pichia, Rhodotorula, Endomyces, Loddermyces, 


_ Mitschnikowia, Schwanniomyces, Wingea, Torulopsia ş.a., ce se cultivă pe 
medii din cele mai-variate (melasă, borhot, n-parafine, metanol, etanol), din care une- 


le, cum sînt lesiile bisulfitice si hidrolizatele din lemn, erau inutilizabile şi in multe. 


„cazuri poluante. A -. | 
În afara faptului că drojdiile valorifică diverse medii de cultură. ieftine, 


extinderea producerii proteinelor prin folosirea drojdiilor se datorește și randa-. 


mentului foarte ridicat al creșterii în comparație cu sursele tradiționale. De pildă 


` bovinele în greutale de 500 kg au in 24 ore o creștere echivalenlă cu 400—500 g. 


de proteină, iar o cantitate echivalentă de celule de drojdii (500 kg) produce 
in același timp 801 de proteine ( ~ £0— 50% din biomasa totală ; Sasson, 1983). 
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» Desi suprafața totală a țării noastre şi măsurile deja luate pentru sprijinirea 
agriculturii si stimularea țărănimii vor putea asigura hrana pentru o populație 
„cel putin dublă fală de cea de 23 milioane cit numără în prezenti populația 
[ării noastre, s-au iniţiat ample programe de construire de secții sau fabrici care 
deja produc proteine si alte substanțe biologic-active prin cultivarea bacteriilor 
„și drojdiilor pe medii. relativ iefline și disponibile în cantitate suficientă, cum 
sint lesiile bisulfitice si hidrolizatele din lemn, n-parafina, alcoolul metilic, alco- 
olul elilic, borhotul, melasa de sfeclă, zerul.din industria laptelui, grăsimile rezidu- 
ale din abatoare etc. ew d : E | bt 
y În paralel s-au iniliat cercetări pentru ameliorarea tulpinilor de drojdii 
izolate din natură sau care se folosesc în mod cureni în productie prin tehnici 
-de mulageneză şi inginerie genetică. Amintim în acest sens preocupările si. rezul- 
„ tatele promițătoare ale iaboratorului de Genetica Microorganismelor, din cadrul 
facultăţii de ‘Biologie din Bucuresti care, acumulind © bogală experienţă în 
studiul genelicii drojdiilor, a inițiat primele cercetări în domeniul geneticii droj- 
diilor industriale. In colaborare cu Institutul de Cercetări Chimico-Farmaceulice 
Bucuresti şi Institutul de Energetică Chimică si Biochimică din I.C.E.C.H.L.M. 
Bucuresti, laboratorul nostru a oblinut mai multe linii si. hibrizi producătoare 
de biomasă proteică, alcool, ergosterol, care se caracterizează prin valorificarea 
mai eficientă a mediilor de cultură si randamentul -productiv ridicat, în com- 


în domeniul tehnologiei. obținerii proteinelor prin cultivarea drojdiilor pe. diverse 
medii. de cultură: (leşii bisulfitice din lemn, metanol, etanol, n-parafine “etc.). 
- Prin publicarea acestei lucrări specialiștii din cercetare, proiectare si producție 
(ingineri, chimiști,- biologi) vor beneficia de un ghid. pretios pentru informare 
și documentare, dar si pentru activitatea practică de productie. pe Ti 

„Scrisă pe baza. unei temeinice „documentări şi a unor îndelungate experi- 
mente proprii, lucrarea este utilă studenților din. învățămîntul superior biologic 
şi: biochimic și cercetărilor din laboratoarele cu profil de microbiologie și bioteh- 


amabilitatea și. promptitudinea cu care a acceptat să analizeze conținutul lucrării - 

“şi pentru Sugestiile făcute în vederea definitivării pentru tipar. “o goal 
Întreaga noastră gratitudine si sincere mulțumiri Editurii. Tehnice (redactor 

ing. Olga Stoian) pentru sprijinul acorda! în vederea apariției lucrării noastre, 


+ : RIIAS 
Prof.dr. I. ANGHEL : 
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INTRODUCTION 


The provision-of the food for those 6 billion men, foreseen to live on Terra in the years 
2 000, requires to establish, beginning from now, concrete plans as. a base for a suitable alimen- 
tation policy. The World Conference of the United Nations for Alimentation (1974) has revealed 
that at the beginning of the years 1970 over 460 000 CCO— 500.0C0 COO. men, among whom 40% 
children, were suffering permanently from hunger, and this number is continually increasing. 
To these one must add about one billion of people suffering from subnutrition.. At the confe- 
rence it has been estimated that in the year 1985, presuming a global production of 900 million 
tons of cereals, the deficit will be of approx .85 million tons. The nutrition of tne worlds population: 


depends for the major part on those 10—11% Sh 15 million a of land used for ana ul a 
purposes, 


It is estimated. that the davate and ex PE ile ecosystems warrant Hain over 90% 
of the energy consumed in the form of food, while the contribution of the global ocean amounts: 
to ca. 2%. At the same time human activities lead to a substantial reduction of the surface area 
of arable land: The UNEP statistics show that the total surface of destroyed. and depreciated 
soil — once productive — amounts to 20 000 000 km?,. more than the arable land used for 


agriculture at present. The losses of agricultural land are due to urbanization, ipunstriati zee 
erosion, Salting, desertification and to other causes. : 


Prognostic studies have shown that although there were created conditions for enhancgn 
the production of cereals, this grows on a global-scale only by 2,6%, whereas the needs for the _ 
nourishment of mankind, evaluated on the base of fitil tal data and the demand for animal 
fodder grow by 3,3—3,4%. ’ 

The deficit of foodstuff registered as a consequence of natural calamities or hte waging 
of wars led to the discovery of new ways to obtain proteins. Thus, during The First World 
War, when in Germany there was a deficit of food, the idea arose to gain food-proteins by cul- . 
tivating the species Saccharomyces cerevisiae. Later on other species of yeasts were used also 
(Candida arborea, C. ulilis, Saccharomyces (Candida) lipolylica etc. Saccharomyces (Candida) 
lipolytica e.g. is capable to oxidize hydrocarbons to fatty acids, which are converted to cellular 
substances with a content of approx. 50% proteins. At the same time a 10—25% dewaxing of 
the substrate (raw oil) is obtained. At present a great number of species are used, belonging 
the genera: Saccharomyces, Candida, Debaryomyces, Endomycopsis, Hansenula, Pichia, Rhodo- 
torula, Wingea, Torulopsis a.o., cultivated on various media (melasses, fermentation residues 


n-paraffins, ethanol, methanol) some, as the bisulphitic lye and the wood hy drolysates penis 
useless and in many cases. polluant. 


Besides the fact that yeasts utilise various cheap culture media, the extension of protein 
production by means of the yeasts, is due also to the high yield of their culture compared with 
the traditional sources. For example cattle at the weight of 500 kg offer in 24 hours an increase 
equivalent to 400—500 g protein, while the equivalent quantity ‘of yeast cells (500 kg) produces 
d: uring the same lapse of time 80 tons protein (40—50% of the total biomass; Sasson, 1983) 


Although the total surface area of our country and the measures already taken for the 
support of the agriculture and the stimulation of the peasantry will provide the food for a 


population at least the double of the present 23 million people of our country’s population, 
comprehensive programms have been initiated to construct workshops and plants which already 
produce proteins and other hiologically active substances by the cultivation of hacteria and 
yeasts on relative unexpensive media, available in sufficient qantities, as are bisulphitice lye 
and wood hydrolysate, n-paraffins, methanol, ethanol, fermentation residues, sugar-beet melas-. 
ses, dairy whey, residual fat from slaughter-houses ete. 


In parallel were initiated researches in view of the improvement of yeast strains, isolated 
from nature or which are utilised currently in production, applying the techniques of mutagent- 
sis and genetic engineering. In this connection we remind the endeavours and promising results 
won by the Laboratory of Microorganism Genetics of the Biology faculty in Bucharest ; this 
~-laboratory has accumulated a large experience in the study of the genetics of yeasts and has 

started the research in the domain on the’ genetics of industrial yeasts. Collaborating witli the 
Institute for Chemical-Pharmaceutical Research in Bucharest and the Institute for Chemical: 
Energetics and Biochemistry of ICECHIM-Bucuresti, our laboratory has obtained a number of 
strains and hybrids producing protein biomass, alcohol and ergosterol, characterised by a higher 
efficiency in the utilization of culture media and by the better production yield, compared to the 


Strains actually used in industry. . - : 
Volume III of Biology and technology of yeasts is written by experts who are working in 

High Schools and Institutes for Research and Development ; that is reflected positively by the 
content and the sometimes altogether new outlook on the problems under discussion. In the 
work are presented synthetically the experience and the results obtained by romanian Scientists, 
comprising also the authors of the volume, in the domain of the production technology of pro- 
teins by cultivation of yeasts on various culture media (bisulphitic lye, wood-hydrolysate, me- 
thanol, ethanol, n-paraffins etc.). By the publication of this work-the specialists in research, 
design and production (engineers, chemists, biologists) will benefit from a valuable guide to 
„information and documentation, and also.to the practical activity in industry. g 
- Written on the base of a thorough documentation and years of personal experience, the 
work is useful for students of high school, from the faculties of biology and biochemistry, and also 
„ for research-wokers in laboratories specialized in microbiology and biotechnology.. N 

‘We express once more our hope.that this new volume of the „Biology and technology of 
yeasts will represent a basic book of reference as part:of the special literature and will be of 
immediate and qualified help in the activities.of research and production. . . 4 
We give expression to our profound and respectful gratitude towards Prof. dr. C. Voica 

for his friendly-and prompt readiness to, analyze the: content of the work. and for -his suggestions 
made in view of.the final editing. °. 70 T. Hl Bese hea RS RA 

„We present also our sincere. thanks to the publisher: — Editura Tehnică — and to editor. 
Ing. Olga Stoian, for the assistance granted ‘in view of.the apparition of our work. 


„us Prof. ar. I, ANGHEL, 
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1. DROJDIILE — O SURSĂ VALOROASA DE.PROTEINE 
SI ALTE SUBSTANȚE BIOLOGIC-ACTIVE. 


I, ANGHEL si LILIANA, MITRACHE 


| Ñ F 
Încă din perioada primului război mondial, drojdiile și-au găsit o între- 
buintare în alimentaţia omului, iar între cele două războaie mondiale, produc- 
tia de drojdii alimentare din Germania a fost de peste 15 000 t anual (Kosaric 
şi Zajic, 1974). ime S ite a 
l Sînt date care semnalează folosirea drojdiilor încă de pe vremea lui 
Hippocrates si Plinius cel Bătrîn, pentru tratarea defi- 
cienfelor nutritive și au intrat în regimul alimentar al multor popoare, sub 
forma de alimente și băuturi. Primele studii referitoare la utilizarea drojdiilor - 
in alimentație aparțin lui Del br ü c k (1875) care a recunoscut valoarea 
alimentară a celulelor de drojdie si a susținut necesitatea recuperării si 
utilizării drojdiilor reziduale. S-a constatat că drojdia de bere poate înlocui 
alte concentrate alimentare în menţinerea și ameliorarea creșterii organis- 
mului animal, în sporirea cantităţii de lapte la vaci si a numărului de ouă 
la găini. la | | = | 
Wiley (1954) apreciază că în Germania în cursul primului război mon- 
dial drojdiile au înlocuit peste 60% din concentratele proteice, perioadă în 
care Delbrück, Hayduck si Wohl au elaborat un program pentru 
obținerea proteinei din drojdii. i 
După o perioadă de relativă stagnare în studiul si folosirea -drojdiilor 
în alimentație, anii 1930—1940 înregistrează un mai mare interes, determi- 
nat in mare măsură de conținutul relativ ridicat în vitamine din grupul B 
și rolul acestora în metabolismul uman și animal. În 1934 guvernul german 
a elaborat un program de cercetare pentru producerea de drojdie din hidroli- 
zate. de lemn şi lesie sulfitica. z l 
Exploatarea comercială a proteinei de drojdie pentru alimentaţie si 
furajarea animalelor s-a dezvoltat rapid în timpul celui de-al doilea război 
mondial. Aceste rezultate au stimulat interesul pentru dezvoltarea producţiei 
de drojdie si în alte tari. In Anglia Thaisen.a obţinut două tulpini de 
Torulopsis utilis, T. utilis var thermophila, capabilă să se dezvolte la-tempera-. | 
turi ridicate, si C. utilis var major, cu celule de dimensiuni mai mari. Studii 
de genetica drojdiilor și pentru utilizarea lor în industria de proteine au fost 
inițiate și în fosta Uniune Sovietică (1930), Suedia (1939), S.U.A. (1943); 
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În S.U.A. s-a studiat în mod deosebit folosirea reziduurilor din industria ~ 
forestieră şi a celor rezultate din prelucrarea şi industrializarea fructelor 
şi legumelor şi reducerea în acelaşi timp, cel puţin parţial, a poluării rîurilor 


„şi lacurilor. 


"Una dintre problemele majore ale societăţii contemporane o constituie - 


iza mondială de alimente și în cadrul acesteia criza de proteine. Este o criză 
cronică care, în ultima vreme, prezintă tendințe de agravare. | 

„Situaţia se datorește, pe de o parte, exploziei demografice a populaţiei 
globului si, pe de altă parte, tendinței. de creştere continuă a. nivelului mediu 
de trai al popoarelor. 5. a A PM IONII a 

„În momentul de față populaţia globului a depășit 5 miliarde (5,3 mili- 
rde după estimările O.N.U.) si continua să crească. Potrivit prognozelor 
Organizaţiei Naţiunilor . Unite (O.N.U.), in- anul -2000, populatia Terrei va 


w 


ajunge la 6,2 miliarde locuitori, cărora trebuie să li se asigure hrana necesara. 
Eforturile ce se depun pe plan mondial pentru îmbunătăţirea alimentaţiei 
populaţiei globului sînt însă anihilate sau diminuate în parte de criza de 
proteine care afectează ţările în curs de dezvoltare. 

Din datele publicate de F.A.0., consumul. mondial. de proteine din ali- 


mentatia umană in 1970 a fost de 91,1 milioane, care raportat la populația 
de 3,621 miliarde oameni în anul respectiv a prezentat o ratie medie zilnică 
pe cap :de locuitor ‘de -68,9 g, valoare apropiată de necesarul minim zilnic 
"care este estimat la 70 g pe cap de locuitor. Din analiza datelor publicate 


de F.A.0. se constată că în timp ce ţările industrializate au ‘beneficiat de 
o ratie medie de proteine de 96,4 g/zi pe cap de locuitor, cele in curs de dez- 


- voltare, care reprezinta peste doua treimi din populația globului, au dispus 
de numai 57,4 g/locuitor şi zi. Disproportia dintre ţările industrializate și 
- celc în curs de dezvoltare este si mai mare dacă se. iau în considerare numai 
proteinele bogate in aminoacizi esenţiali de origine animală sau alte:proteine 
cu o compoziţie similară. © de tas i aa Meo 

~~ Această repartizare inegală a proteinelor de. origine: animală (în: 1970 
Îm țările dezvoltate reveneau 58 kg/an pe locuitor carne.-si peste, în ţările 


în curs de dezvoltare reveneau unui locuitor numai 19 kg/an) reprezintă 
una dintre cauzele majore ale foametei şi subnutritiel care. afectează. anual | 
circa 700 milioane oameni şi cauza principală a stării de subdezvoltare fizică | 
şi intelectuală. a aproximativ. 500. ANOANO pH ENNA, cp 4 | 

Se apreciază că anual jumătate din oamenii care mor (30—40 milioane) 7 


ry i 


cad pradă foametei, sau maladiilor! infecțioase ce afectează organismele sla- 
bite de insuficienfa sau calitatea. proastă a hero delay we ee ae 
_ După datele O.M.S. numai, 1/5 din populatia globului beneficiază de | 
un regim alimentar adecvat. | Isi E eh re ess a, 
În estimarea necesarului. și consumului de proteine trebuie ‘sa se țină | 
scama că la cantităţile folosite- direct in alimentaţia umană se adaugă cele 
folosite în zootehnie. De exemplu, consumul: de cereale în zootehnia . ţărilor > 


industrializate reprezintă . aproape 80%, din. cantitatea pe care. 0 consumă. 
tot restul lumii pentru alimentaţia umană. La acest consum de cereale se 
adaugă o serie de cencentrate proteice cum sint făina ‘de peste, făina de carei 
şi oase, albumina de ‘singe, lapte-praf, sroturile semințelor sau fructelor unor, 
plante oleaginoase (arahide, soia etc.). oy Pee SE Ji 
; În afara unor măsuri care vizează extinderea: suprafeţelor “agricole și 
dezvoltarea. unei agriculturi intensive, introducerea. si extinderea în cultură, 
a unor plante bogate in. proteine, crearea unor rase de animale de. înaltă! 
productivitate şi modernizarea zootehniti, dezvoltarea pisciculturii ete., în. 


inițiat ample programe si studii pentru elaborarea unor 


întreaga lume s-au 


i 
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tehnologii in scopul obţinerii de proteine prin cultura bacteriilor, algelor 
și drojdiilor sau exploatarea unor resurse ale lacurilor, mărilor, oceanelor. = ; 

îxperienţa acumulată de unele ţări ca Anglia, Cehoslovacia, Franţa 
Suedia, S.U.A., fosta Uniune Sovietică a dovedit că microorganismele consti- 
tuie o alternativă de mare importanţă şi perspectivă în rezolvarea problemei 
hranei omenirii. Proteinele microbiene. care prin proprietăţile lor se situează 


la nivelul celor animale pot fi produse în cantităţi mari, adesea chiar din rezi- 


duurile industriale inutilizabile şi uneori poluante. PERRET. 
XI Microorganismele cele. mai. frecvent utilizate ca sursă de proteine in ` 
nutriția omului si animalelor sînt drojdiile. Datele experimentale, din ce în ce 
mai numeroase, atestă că proteina din drojdie poate înlocui proteinele vegetale 
si animale tradiționale. S-a constatat că drojdiile sînt; capabile să sintetizeze 
vitaminele hidrosolubile din grupa B dar să şi le înmagazineze în celulă. în 
cantități la fel de mari sau chiar mai mari decît cele din țesuturile animale 
recunoscute ca surse importante de vitamine. ol hy 
În condițiile adincirii crizei alimentare, fabricarea “proteinelor de bio- 
sinteză reprezintă una dintre căile de perspectivă pentru asigurarea necesa- 
rului de proteine. oe y ara | oe eS eri 
` Tehnologia obținerii proteinelor de biosinteză prezintă, după Boiagian 
(date nepublicate), următoarele avantaje: < ~ Sed d 
— permite obținerea de proteine cu valoare biologică ridicată din materii 
prime disponibile în cantităţi mari, constituite în mare măsură din subproduse 
sau deşeuri si reziduuri industriale ; > wea NT 
— Prin utilizarea deșeurilor și reziduurilor industriale se realizează şi 
un efect de denocivizare a acestora si prin aceasta se realizează o îmbunătăţire * 
a “condiţiilor de viaţă. ` | Rs, A | Da 
— oferă posibilitatea, în raport cu substratul folosit, obținerii de pro-. 
teine cu randament mult mai mare în comparaţie cu cele de origine animală. 
„Se estimează că pentru obținerea a 1 g de aliment proteic consumul de 
hidraţi de carbon este dependent de sursă (tabelul 1). ` 


| | Tabelul 1 
Consumul de hidrati de carbon pentru producerea unui g aliment proteic | 


Sursa proteinei ; |” Consumul de hidarţi de carbon în g. 
Proteină de biosinteză l - 4—6 
Proteină din carne de vită - i 800— 1 200 
Proteine din carne de pasăre j 1000—1 500 
Proteine din lapte : .1 500—2 000 


7 Rata mare de multiplicare a speciilor de microorganisme folosite pentru: 
producerea proteinelor de biosinteză dă posibilitatea ca în unitate de timp 
să se obțină producţii net Superioare fata de cele pe care le dau plantele și 
animalele. De exemplu, o tonă de proteine poate fi produsă. în 24 ore, fie de 
2000 de vaci, fie de 360 ha de mazăre, dar numai prin cultivarea a 10 kg 
drojdii într-o cuvă de fermentație cu un volum de circa 100 m3. În comparație 
cu proteinele de origine vegetală, producţia de proteine de biosinteză nu 
depinde de condiţiile pedoclimatice, întrucît se realizează în fermentatoare 
industriale, în care compoziția mediului si condiţiile: de multiplicare (tem- 
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peratură ; pH etc.) sînt reglate (tabelul 2). Producerea ‘de proteine de biosin- 
teză conduce la importante economii de teren agricol. De pildă 100 tone pro- 
teine/an se: pot obtine ca proteine de biosinteză într-o cuvă de fermentație, 
cu o' capacitate de 400—600 m3, care ocupă o suprafață: ‘de 40—50 m* in 
timp'ce’ pentru obținerea “aceleaşi : cantităţi de proteine ‘din cercale ar fi 
necesare în condiţiile unei. agriculturi mecanizate, irigate și erbicizate, circa 
2500 ha’ pentru grîu, 1600 ha’ pentru porumb “şi aproximativ 1 000 ha 
pentru soia. | tea n ati dă GR Aaa oe Ne 


“Tabelul 2 
"Timpul necesar pentru dublarea greutăţii 
prin creșterea unor microorganisme, , 
organisme vegetale şi animale . . 
p at Hee EL r rag ony Penta ae a” *: ve 
-Timpul necesar pentru 
‘dublarea greutății (ore) > 


Organismul 


Bacterii şi drojdii il E 0, 


! j 3—2,0 
: Alge si:mucegaiuri “~ PAT 205000 el pci ay = 16,0": 
_ Plante superioare : 3 „o + +144,0—288,0 - 
<= PAST Lt à 2 288,0—576,0 . 
-~ Porcine ii ; vă 672,0—1 008,0 ` 


«Bovine: ti „put | Ar 720,0—1.400,0 © 


PN N (RR 


.. Pentru, menţinerea echilibrului azotat. al-unui, organism, nu-este. suficient; 
ca hrana să conţină o anumită cantitate de proteină, ci este necesar ca „acele 
proteine să aducă în. cantități corespunzătoare toţi “aminoacizii. .esentiali 
"pe care organismul uman sau animal nu-i poate sintetiza.. De pildă, organismul 
uman nu poate sintetiza aproximativ 50% din aminoacizii care îi sînt nece- 
sari pentru procesele de creştere, reparare. și menţinere a structurilor proprii. 
Omul trebuie să primească prin hrană 10 aminoacizi  esentiali și anume valina, 
leucina, izoleucina, lizina, arginina, treonina, metionina, fenilalanina, histi- 
dina “și triptofanul. În lipsa metioninei şi fenilalaninei nu pot fi sintetizati 


v 


‘alti doi:aminoacizi ; cisteină si tirozina:. In schimb, dintre: aminoacizii, escny | 
tiali_arginina şi histidina pot eventual, lipsi dacă ceilalți sînt administraţi 
în cantități suficiente.. ra * re a pe are APR ‘ay 

Proteinele de biosintezi se caracterizează printr-o valoare nutritiva 
idicată, pe care o conferă conţinutul ridicat ‘de proteine (40—60%), vitamine, 

- aminoacizi esentiali, în special lizina şi cantitatea de azot. care pot îi absor- : 
bite și reţinute ‘de organism si. pot substitui proteinele de: origine animală, 
deficitare și scumpe. Cerealele (grîu, porumb, orez) sînt în general deficitare © 
în lizină, unul din cei mai importanţi aminoacizi. estențiali şi într-o "oarecare 
măsură în triptofan. Soia, la rîndul ci, este “deficitară în Icucină (tabelul 3). 
Drojdia furajeră depaseste, de. asemenea, de cîteva ori furajele. de origine 

„vegetală! concentrată in privinţa. diversităţii si cantităţii vitaminelor. din 
grupa B. Un kilogram’ drojdie conține 13—18 mg tiamină, 20—50 mg ribo- 
flavina; 60—100. mg ‘acid pantotenic, ‘circa 6 000: mg. colină, 200—300 mg; 

„acid nicotinic. Conţinutul în vitamine este cu atât mai important cu cit orga- 
nismul uman nu poate sintetiza vitaminele:liposolubile A, D, E, F. (acizii, 

„ linoleie:și-linolenic), vitaminele hidrosolubile din complexul B:(B;, Bz, Bs, Bg, 
Bio, Buy Bi» Bis, PP, colina, betaina), vitamina C, ş.a. (tabelul. 4). 
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O Tabelul- 3: 


Conținutul în acizi esentiali al unor proteine microbiene comparativ 
cu griul si albusul de ou, în 2% proteină brută 
(Topală, 1986) .. 


=, i 3 
She 8 2 T wil 2 "S 
Acizi aminici 9 à 2 Sy = SE Bay Bu 
-esenf{iali 3S | E. IS e3S sega | Ese Se 
al premi fe vas paul E E ine ae Sa 
5 S. 5 mix 93 E TS e SD a Sis 
S | 2 | | 88) Se | S22 | 223 [S83 
16) a |. AS | OL ae} BEE | eee Qs, 
Lizină A 28 | .6,5.| 4,6 | 7,7 7,8 4,91 5,3 - 8,6 
` Treonină 2; Ie, eels 4,8 5,4 2,74 „4,5. 4,5. 
Metionină =e rade Hh dal ey me iP 
—cistină.. 4,0 '| 5,6 | 138 | 1,7-1° 25 814% “2,1 2,7 
Triptofan A EPRE 603] a OS -$ id pat 
Izoleucin& ol pă 6,7 6,0 |. 4,6 153 10022 “Ie 1 349 4,6. 
Leucină +67 | 89. | 80.1'70,]. 7,8: 4,80 -.| .70.:| 85. 
Valină 4,4 ARI 6,5 5,3 5,8. 1,24 5,9 Tes! 
Fenilalanina 4,5 |. 5,8 | 5,0 | 4,1 4,8 3,99 . 4,2 4,0. 
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Tabelul £: 
‘Conținutul în vitamine ) 
oe ' (Banu, 1987) : 
> [i GA $ i < 5 . $ - i p 4, 


: ; Conţinutul, Ad An Bi fos MA Conţinutul 

Vitamina | a g Vitamina l - mg/100 g 
eee enermmemremmen mes meemeneneenan 
B, (tiamina) idea Be (E-biotina) | 0,04—0,09. 
B, (riboflavina) í | 2,5—5,0 || BC (acidul folic) . ! 1,8—2; . 
B, (PP-nicotin amida) - 35—45 By. (cobalamina) r 0,0005— 0,0015 ` 
By (acidul pantotenic) 8—15 Acidul ascorbic |» 6,5—7,5 
B; (piridoxină) ~~ 10,82 E (tocoferolul) fi DPE ; 


» o parte dintre aceste vitamine sînt sintetizate de flora intestinală, dar. 
marea lor majoritate trebuie asigurate prin alimentație.. După unele „calcule . 
din 1 000 000 t de drojdie furajeră se obţin 9000 t vitamine și 450000—500 000 t- 
proteine cu un conţinut în aminoacizi esentiali de 220 000. t. Biomasa de- 
drojdii mai conţine macro-. si microelemente necesare ‘organismului animal 
și uman (P, Ca, K, Fe, Mg, Na, Co, Mn) (N. Topală 1986). , --. 

Calitatea superioară pe. care o prezintă proteinele de‘ biosinteză asigură 
folosirea lor în perspectivă si în alimentaţia omului. În același timp drojdia” 
furajeră reprezintă o materie primă valoroasă din care prin prelucrare 
ulterioară aA btinuta o gamă largă de produse alimentare şi farmaceu- 
tice- t LA ER TIT. 5 EPn 


. | 
Ul 


11. MATERII PRIME UTILIZATE IN PRODUCȚIA 
ah DE PROTEINE 


Producerea industrială de diojdii furajere şi/sau alimentare se realizează: 
în mare măsură din subproduse sau deşeuri si reziduuri industriale ca : deșeuri: 
celulozice — -hidrolizate de sulf, paie: de grîu, coceni de porumb, coji. de.îloa-. 
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rea-soarelui, rumeguș de lemn, leşii sulfitice ș.a. ; ape reziduale din industria 
alimentară ; zer (deşeu de la fabricarea brinzeturilor care confine ca sursă 
de carbon lactoza); melasă si borhot de melase; petrol lampant; motorină; 
ceară de parafină, care conţine hidrocarburi: saturate aciclice : n-alcani sau 
n-parafine ; metan; alcool metilic; alcool etilic, . oe 
= Materia primă utilizată în instalaţiile industriale este selectată în func- 
ţie de o serie. de factori, dintre care cei mai importanţi sînt disponibilitatea, 
costul şi capacitatea. de asimilare. | pu Pt d i iiti 


=- Prin utilizarea deşeurilor şi reziduurilor industriale, in afară de producția © 
de proteine se realizează si o reducere cel putin parțială a poluării riurilor 


cu reziduuri. ... Fi i | 
X În aceste: materii prime utilizate: ca medii de cultura pentru drojdii 
se găsesc, în anumite cantităţi, o serie de glucide cum sînt : glucoza, xiloza, 
‘maltoza, zaharoza, manoza, galactoza, arabinoza, pe care drojdiile le pot 
folosi ca sursă de carbon și energie. În majoritatea ţărilor producătoare de 
"proteine de biosinteză se folosesc lesiile bisulfitice rezultate de la fabricarea 
hirtiei şi celulozei (S.U.A., Franţa, Germania). În fosta U.R.S.S. se foloseau 
„leşiile bisulfitice şi borhotul de la fabricarea spirtului, iar în Bulgaria, in 
afara lesiilor bisulfitice rezultate din hidroliza lemnului, se folosesc şi cele 
obţinute din hidroliza cocenilor de porumb $i cojilor de floarea-soarelui, 
La noi în ţară, multe secţii şi fabrici de drojdie furajeră. ca de pildă 
Pitesti, Comăneşti-Bacău, Blaj-Albă, Suceava, Drobeta Turnu-Severin 
folosesc apele reziduale: de la fabricarea plăcilor fibrolemnoase, iar Zărneşti — 
Braşov, Letea —Bacău, Reconstrucția —. P. Neamt, folosesc lesiile -bisulfi- 
‘tice de la fabricarea celulozei. In cele mai multe cazuri se folosesc mai multe 
= specii din dorinţa ca prin activitatea fiecăreia să se, valorifice mai bine mediul 
de cultură. Zărneşti foloseşte Candida tropicalis, C; arborea, C. utilis, L. robusta. 
Suceava si Letea Bacău folosese Candida robusta iar Drobeta. Turnu-Severin | 
şi Blaj-Alba utilizează o singură specie, Candida robusta. 


« 


“În. paralel cu valorificarea. si diversificarea reziduurilor industriale», 
în ultimii ani s-au întreprins cerectări pentru biosinteza proteinelor. pornind 
de la fracțiuni de hidrocarburi petroliere. Primele cercetări pentru produ- 
cerea de proteine cu valoare alimentară au fost initiate de colectivul condus 
de cercetătorul francez Champagnat. Ulterior, numeroase țări au 

„elaborat programe de cercetare şi proiecte de construcție a unor. instalaţii 
industriale pentru producerea de proteine prin cultivarea drojdiilor pe 
fracțiuni parafinice (Anglia, Cehoslovacia, China, Franța, Japonia, India, 
fosta U-R.S.S.; SAY , aa de E EEREN ay? S | 

În majoritatea cazurilor pentru fiecare tip de hidrocarburi se foloseşte 
o anumită specie de microorganism. De exemplu: Candida lipolytica utili- ` 
_ zeaza parafine lineare: saturate cu 10—40 atomi de carbon, iar unele bacterii, 

"ca de pildă cele din genul Pseudomonas, se dezvoltă bine pe metan, kerusen 

sau naftalen, — RRA La nt a 380 ee RE TER RE SRR 
Între. drojdii si bacterii alegerea se face cu dificultate, datorită avanta- 

jelor dar și dezavantajelor pe care le prezintă ambele grupe de microorganisme 
în valorificarea hidrocarburilor. Şi în cazul utilizării hidrocarburilor ca mediu 
de cultură avantajele folosirii drojdiilor se dătoresc posibilității de recol- 
tare—separare prin centrifugare (celula de drojdie are diametrul de 5 um, 
„iar cea de bacterie 1 um), comestibilitafii şi lipsei de toxicitate, verificate 
în decursul a mai multor ani prin introducerea drojdiei furajere in: alimentaţia 
puilor, purceilor. şi viteilor, conţinutul ridicat de proteine si aminoacizi esen- 


C 
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fiali si scăzut de acizi nucleici. Celula: bacteriană are un conţinut superior de 
„acizi nucleici, motiv pentru care proteina bacteriană nu este preferată în 
hrana animalelor și/sau alimentaţia oamenilor. te ay 
În acelaşi timp, în alegerea microorganismului trebuie să se ia în consi-” 
deratie ca acesta să fie capabil pentru a utiliza sursa de hidrocarburi dispo- 
nibilă ; să nu se manifeste exigente vitaminice mari care să ducă la creşterea 
) prețului de cost al proteinei; microorganismul, drojdie sau bacterie, să nu 
|. fie fragil din punct de.vedere mecanic si să ofere posibilităţi simple de recol- 
v tare şi separare a hidrocarburilor neutralizate. | ed stil dă 
\2 Drojdiile se _carcterizează și printr-un randament ridicat. Cha m pag- 
nat (1 si Roussy au folosit o tulpină de Candida lipolylica ` 
pe care au cultivat-o pe n-parafina, constatînd că prin utilizarea a 10 t petrol 
brut s-a obținut 1 t masă celulară și 9 t de-petrol deparafinat.’ Cercetătorii 
de la British Petroleum Ltd au studiat problema îndepărtării parafinei 
din fractiunile de petrol prin convertirea ci în masă celulară; Deparafinarea 
realizată prin intermediul drojdiilor este mai puţin costisitoare, obţin îndu-se 
în același timp proteine furajere: sau alimentare si alte substanţe biologic. 
active (vitamine ş.a.). ` Sateen hes) BY „a oo 
Rezultate similare au raportat Miller si Johnston, care: au 
folosit Candida sp. pentru îndepărtarea alkanilor cu 15—30 atomi de carbon. 
Randamentul înregistrat a variat între 73 şi 96 9%. Se apreciază că la 1 000 mi- 
lioane tone petrol brut 700 milioane ‘tone sînt parafine iar prin folosirea 
a 1% din acest petrol se pot obţine 7 milioane tone concentrate proteine-vita- 
mine. Producţia de proteine se realizează în același timp cu un randament 
mult superior producției naturale. Wiley, (1962) a calculat că un bou de 
900 kg produce în 24 ore 500 g proteine, în timp ce 500 kg drojdii cultivate 
pe parafine produc în același timp. 1 250 kg proteine. Se consideră că fiecare 
tonă de hidrocarhuri poate produce aproximativ o tonă concentrate pro- . 
teice-vitamine, cu\un conţinut de 40—50%. - 


. siwi 


Analizele chimice au evidențiat că proteina este foarte bogată în lizină 
şi săracă în metionină și cistină. Se remarcă de asemenea prezența în canti- 
tate mare a vitaminelor din grupa B (B,, Ba, Be, Buz, PP, acidul pantotenic), 
w- Se consideră că folosirea a 15—20% din producţia mondială de petrol . 
poate asigura producerea întregii cantităţi de proteine necesară locuitorilor 
globului. Se apreciază că în prezent deficitul de proteine la scară globală 

„este de 3—9 milioane tone: Preţul relativ ridicat al proteinei obţinută 
din parafină și oscilatiile prețului petrolului au încetinit ritmul de implemen- . 
tare de noi instalaţii. Este cazul fabricii de la Curtea de Argeș care studiază 
alternativa utilizării alcoolului metilic, cel putin în perioada de crize. În 

„acelaşi timp constatarea unor efecte secundare la animalele hrănite cu prote- 

„inele obţinute pe parafine a determinat unele firme să-şi închidă instalaţiile 
sau în cel mai bun caz să nu se extindă și/sau să limiteze producţia, 

Pentru. obţinerea drojdiei alimentare si în mai mică măsură pentru 
a celei furajere sc folosesc borhotul rezultat de la fabricarea prin fermentație 
a alcoolului, melasa de sfeclă si trestie de zahăr. Melasa de sfeclă conţine 
48 —50.% zaharoza, 1% rafinoza, 1%, glucoză și fructoza, iar melasa de trestie 
de zahăr confine peste 62% zahăr total din care 30—40% zaharoză, restul 
fiind reprezentat de glucoză si fructoză. În plus, melasele confin.o serie de 
vitamine ca biotina, tiamina, acidul pantotenic, aminoacizi, elemente minerale 
(Topală, 1986). Conţinutul ridicat de zahăr în melasa determină un randament 
mare. De exemplu, prin cultivarea speciilor Candida tropicalis, C. pelliculos, 
C. utilis: s-au obţinut 30 g biomasă proteică uscată cu un conţinut proteic 


$ 


de circa 50% pentru 100 g zahăr consumat. 
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the mod frecvent se folosesc specii. ale genului Candida (C. utilis, C.. tropi- 


EnD C: pelliculosa) şi .Hansenula anomala. 


“în prezent melasele se utilizează numai in țările; cu climat tropical: si 


- subtropical, care dispun de mari cantități. de- melasă de-trestie: În Egipt 


din .60 000.t melăsă de trestie se obţin. anual circa 20.000 t drojd'e furajeră, . 
ceea ce echivalează cu 10 000 t: proteine (El Nawawy, 1978). “În celelalte ţări, 
inclusiv-la noi, melasa se foloseşte pentru obținerea drojdiei de panificație 
și numai pentru îmbogățirea” conţinutului în. zahăr, tă OTS e Vitamine, 


“a “leşiilor bisulfitice sau hidrolizatelor celulozice. 


 Borhotul de la fabricarea alcoolului etilic -prin . fermentație Saldeoltce 
reprezintă o sursă de. materii prime- pentru cultivarea drojdiilor. În afara 


faptului că el conţine celule de S. cerevisiae care au participat la fermentație 


(3—9 kg — 8— 16 kg/hl) şi care pot fi separate si folosite, prin prezența. glu- 
cidelor, acizilor organici, compusilor azotati si sărurilor. minerale, constituie 
un valoros mediu de cultura pentru. Candida utilis sau alte specii care pot 
da 10—14 kg biomasa/hl mediu. . | 

În ultimii ani s-au intensificat cercetările. pentru folosirea Se anojului 
si etanolului. Concentratiile relativ scăzute care se folosesc și prețul acceptabil 


“au făcut din metanol un posibil substrăt pentru obţinerea proteinelor furajere. 
Între avantajele pe care le prezintă: metanolul în comparaţie cu n-parafinele, 


melasa, leștile bisulfitice, hidrolizatele de celuloză amintim : 
— ‘pret de cost relativ scăzut și posibilitatea de ase obţine în canti ități 


suficiente din gaz. natural, gaze de sondă, petrol, cărbune, inferior ; Pe- 


pip „compoziție constantă si. -puritate ridicată; 


< — este miscibil cu apa jar metabolizarea lui necesita ‘Un. conţinut redus 


de sai 
= nu- Fe reziduuri. în. “celule (Topală, 1986). 


aes: metanol pot creşte numeroase specii. din Bi clu Candida Hanita, | 
Kloecker a, Pichia, Torulopsis, Debaryom as Zi ygom yces, OS) Brela- , 


nomyces, Rhodotorula. ş.a. 


Randamentul în Diomasă]g metanol variază in liinite foarte mari — 
0,29—0,67 g biomasă uscată /g metanol consumat și este dependent de specie 
si tehnologie. ‘Litchfield. (1972) a raportat un randament de 0,9 g- 
substanță “uscată /g g metanol consumat prin cultivarea speciei Hansenula poli- 


morpha pe un mediu ce conţine 5.ml metanol/l. 


ŞI conţinutul în proteină este dependent de: specia şi tehnologia. Gasca 
De exemplu, Podgorsky: (1982).a raportat că biomasa de Candida boi- 


- dinii, obţinută în US conţinea 59— 60% proteină brută (N x6,25) iar-T poală 


si colab. (1979) au: înregistrat un: conţinut proteic. brut de 61,25—63 BA h 


“Un conţinut similar au găsit Cardini şi colab. (1976) asc. boidinii (61—64%).. 


Proteinele > obţinute pe. metanol. se remarcă prin prezenţa aminoacizilor 
esentiali, a vitaminelor din grupa B, care- conferă 0 a oane biologică ridicată 
a. digestibilitatii de 85—90 %.-; 


Un Avantaj . mai mare, in special pentru Dinei oaie alimentare- 
folosită ‘in panificaţie și hrana oamenilor, il, reprezintă etanolul ; „datorită 
a. numeroase . avantaje, in comparaţie cu celelalte: “medii de cultură ; 


+. vie este folosit: în mod 1 frecvent ca aliment: şi în n compoziţia: a: ntimeroase | 


băuturi alcoolice; = 


“= ‘este un substrat: foarte pur si este su tibi cu apa; A et | È ii a 
[i & metabolizarea lui necesita, cantităţi mici de oxigen ;. alg. 
— porte) fi obținută şi din resurse pracik (Humphrey: 1980) 
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Preţul relativ: ridicat, in. comparație cu alte substraturi, : se datoreste 
gradului ridicat al volatinizarii în soluţii diluate si utilizarea cu ușurință de. 
diverse microorganisme care pot deveni contaminante. Acesta: poate fi coms 
pensat de puritatea şi valoarea nutritivă a proteinei obţinută. O concentraţie, 
de maximum. 2. g/l a condus la un randament de 0,75. g biomasă uscată /g 
ctanol consumat (sau 40—60 g. celule/l mediu); rezultatele încurajatoare, 
au stimulat cercetările şi investiţiile. Încă din 1974, Amaco Foods Co (S.U.A.). 
obținea 5 000, — 7000 t proteină alimentară /an. prin ciltivarea speciei C. 
ulilis pe etanol. În Japonia, Mitsubishi Petrochemical Co. a produs. în 1976, 
100 t- biomasă proteică, folosind C e/hanothermophilum. În Cehoslovacia 
firma Slovnaft a produs, în 1974, 1 000 t proteină. Investiţii mai mari s-au 
facut în Spania. Institutul Fermentaciones-Indistriales a elaborat o tehnologie” 
de obţinere. a proteinelor pe etanol. cu':Hansenula anomala iar firma Cepsa 
„a proiectat o uzină cu capacitatea: de 100 000 t/an. Desi proteinele obţinute 

pe ctanol sînt cele mai scumpe, sînt singurele care pot fi folosite în prezent. 
în alimentaţia omului (Topala, 1986). : N A, 
J^ Lactozerul de la fabricarea brînzeturilor reprezintă o importantă sursă | 
de materii prime pentru obţinerea proteinelor de biosinteza. În' mod frecvent 
sînt cultivate Kluyveromyces lactis si K. fragilis. Lactoza din zer constituie * 
substratul de conversic, utilizindu-se un zer deproteinizat prin precipitare 
sau filtrare. Zerul este suplimentat cu: azot mineral şi oligoelemente şi ajustat 
la un pH cuprins între 5 si 5,7. Randamentul în biomasă este de circa 53% 
din masa lactozei utilizată ca “mediu de cultură. În procesul bioconversici 
lactozei în biomasă: proteică se poate obţine “simultan. şi -alcool-etilie. Canti- 
tatea de alcopl produsă poate creşte dacă, după o perioadă iniţială de bio- 
conversie: în ‘conditii anaerobe, mediul este îmbogăţit cu lactoză. În -aceste 
condiţii 90% \din lactoză este transformată în alcool. Biomasa proteică ob- 
ținută are următoarea “compoziţie (8/100 g): “proteină (N x 6,25) 50%, 
glucide 30,3 %, lipide 6%; elemente minerale 8,1-%, colină 0,5%, glutation 0,9%, ` 
vitamine din grupa B 0,07%, vitamina C 0,06%. Valoarea nutritivă: a biomasei 
proteice este dată si de conţinutul ridicat în aminoacizi esenfiali (treonina 2,2%; 
cisteină + cistină 0,5%, valinad 2,2%, metionină 0,8%, tirozină 1,5%, izo- 
lcucină 2,0%, leucină 3,3%, fenilalanină 1,5%, lizină 3,5%, triptofan 0,6%), 
comparabilă cu proteina animală. Biomasa este bogată și în vitamine (ta 
belul 5). ; , ot Hated Cy ie eet 


Tabelul 5 
„Conţinutul în proteine si vitamine al drojdiei alimentare |: . 
„„ (Pyke,'1998) - bg pt i) 
Was Ay pii : ; Ea Acidul 
: e Proteină;| m. 4 xo} Ribofla- | Acidul f 
Spggja - Substratul o, i gana o vină» |nicotinic» E, 
Drojdia de pani- | Melasă | 50 '| 20—40| 60—85 | 200—700) 180370 
ficatie of < PERNES l TERT WAR 
Drojdia de bere | Bere i "87... | 100—250) 25—80 | 300—637| 72—86 
© Candida arborea Melasa | ` 39—49 | 13—33 | 46—70 | 310—500| «©. = - 
Hansenula ‘sp. ‘| Zahir-lemn . 53 at ag! 54 590 pizi uiti 
Mycotorula sp. Zahăr-lenin: -< Gia) SMBH oi Ag 600: 180 
Oidium lactis. | | Melasă Ss] 31—43 | 12—29 | 40—55 | 190—250| = — 
Torulopsis utilis Lesie sulfitică. | 50—53 5 43 „420 i S9: 
Torulopsis utilis — Melasă . 1 2 400r 22438" 54—62 _440—600 | - 
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* Vitaminele: ug/g substanță uscată. 
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glucogalactan (14%), glucomanan (5%). Lipidele au un-continut D % ; 


i 


Foke abla, sînt formate în general din. glicogen. (5 4), E iei aan (6%, 


"acizi graşi nesaturafi (oleic 985 omg? 700 8); aaie 250. mg/100 g linoleic 
705 mg/100 g). 


SIR 


„ Specia ` Mediul de cultură . drojdie uscată, :| - în proteine, | 
Candida arborea Melasă (sfeclă şi trstic) |: 55—64% 38,8—49,4..: 
Hansenula anomala Hidrolizat de-lemn |. 39—40* — 
Hansenula suaveolens Zahăr. din lemn . SRE Fae , 

y-838 „de distilat ` 53—063 +t 5354 
Mycotorula lipolytica _ | Hidrolizat de lemn | '35—40x* ` — 
P-13 PE i ; : 
M ycolorula lipol ylica: x. yuh | 
Pio Zahăr din lemn de 
| distilat © = . 53—63xx Thy Sei 
. Oidium lactis Melasă (sfecla’ şi trestie) 55,8— 60,0» .31,2— 41,9 
Saccharomyces Melasă (sfeclă si trestie). 42,7—54,3« 42,5—53,1 
- cerevisiae b a a i ee Ar a 
Torulopsis utilis — 3 Hidrolizat de lemn 35—40+ Pa 
. ulilis — -3 Hidrolizat de lemn 30,5—52,6% .51,9—58,6 
„ulilis — 3 _ | Lesic sulfitica 29,6—39,2+ -= |: 51,0— 52,7 
. ulilis — 3 ~| Reziduuri de fermen- “47,0 —52,0« z 50,( 

i tatie.. RS 

T. utilis — 3 Zahăr din lemn de ~ - 538—63x% 52,9 

: ` distilat- e z 
T. utilis Melasă (trestie de zahăr) 45,1— 48,48 33,1— 50,8 

(Anhenser-Buseh) É MSs, he 

T. utilis ` Melasă (sfeclă de malar) .53,5—65,3+ 43,7— 60,6 
T. utilis Melasă . , 56,0% ae a) O: 
T. utilis | Suc de fructe fe 53,0+ .50,0 © 
T. utilis-major _ "Suc de fructe ~ §9,0—62,0%% .. 96,0 . 


În S.U.A. a fost elaborat 1 un ates @iitvisearch) de obtinere a pigs 


masei prin cultivarea: pe zer a cleste de ben ilicatie AS: cer revisiae) Na Banu, 
1978). 


Drojdia alimentară. si furajeră prezintă ali bagi si ARCAL var. ‘abet 


in funcţie de specia şi substratul folosit (tabelele: 6 si 7). În general conţine 


40—50% proteină, 25—35% glucide, 6—8% substanţe minerale, 2—3% gra- . 
simi, vitamine. Drojdia furajeră produsă în tara noastră se prezintă sub forma | 


unui praf galbui-brun, cu gust si miros caracteristic, cu umiditate de 7— POA 


Conținutul. proteic variază între 37 si 57% (837 —50% Reconstrucţia Piatra ` 
- Neamt, 44% Zărneşti — Braşov, - 45— 48%; Letea — Bacău, 


45—56% ar 
54—56% Turnu Severin, 55 — 56% Beers rss Sd aaa oe 579 


Pitesti, 56— 57% Suceava). 


Aå abelul 6 


„Producția ș şi conţinutul î în proteină a drojdiei dezvoltate ue diferite medii © 
de cultură 


(Prescott şi Dunn,. 1959) 


+ pe baza zaharurilor reducătoare totale . 
-* pe baza zahărului total. 
+x pe baza zahărului consumat! 

pe baza zahărului din melasă : 


Producţia de 


Conţinutul - 


tt Tabelul 7 
“Conţinutul în aminoacizi al drojdiilor cultivate pe diferite medii — 
nis G (n g/100 g proteine) .- | 
(Oniscu, 1978), ; 


S. cerevisiae |: C. ulilis |. ç; fragilis Drojdie :| Drojdie | C. utilis 


Triptofan 
Valina_ 


~~ 
a 
` 

` 


Dh et 


1 
es 
< 


` 
> 
a= 
M 
b 
= 


Aminoacizi. (cultivată | (cultivată | (cultivată castes ne (cultivată 
s-a _ | pe melasă) | . pe leşii “pe zer); | (dezapo- Phe n pe 
: , pa ng ; bisulfitice) . {motizata)] ` cație melasă) 
Arginină ie. ye HO) ise oh Ae aa 9 nS dr 4,3 4,7 
Cistina. 1,6 0,7 i — . 0,9 Tig Dee 
Fenilalanină Cag donee 4,3 3,9 4,4 » 5,6 4,1 
Histidina . în 40 159 Sa es 1,5 NSO ES) | OOS OK 
Izoleucină se la 5,5 uri E OROT TO. al Siang 7,3 17,3 
Leucină 7,9 TER LS BB eet 7,7 ma bla * 
Di zi Eee i iba 6,7. meson 7,3 9,7 10) 7a 
Metionină Wah ps 12 1/50" 12735. jr ai, 
Treonina 4582) Ip e SSeS AE D g: "RAO 48. 
2 Ke Arte d : ol 1,7 yah 
Baii AGIS 6,6 » TP eee 359 ee 


Folosirea proteinelor de biosinteză, în suplimentarea hranei animalelor 
și introducerea lor în alimentaţia omului depinde: de valoarea nutritivă, 
toxicitate, digestibilitate ete. 9° an, mh pig ii a ie 
6 Valoarea nutritivă este dată de conţinutul în proteină totală si in mod 
deosebit în aminoacizi estenfiali, vitamine, săruri minerale. Dintre amino- 
acizii esentiali care’ conferă valoarea nutritivă superioară, lizina se găseşte 
in cantitatea cea: mai mare. Pentru a mări valoarea nutritivă a drojdiei fura- 
jere se rtcomandă adăugarea de mctionină obţinută industrial. S-a constatat 
că prin Suplimentarea cu 0,3% metionină, valoarea nutritivă a drojdiei a 
crescut de la 61 la 91. La aminoacizii estenţiali se adaugă conţinutul ridicat | 
de vitamine (B,, Ba Ba acizii nicotinic, pantotenic, folic, paraminobenzoic, 
biotina; inozina). Vitaminele d'n grupul B conferă-o calitate superioară nu- 
treţurilor folosite pentru hrana animalelor, find strins legate de schimburile 
metabolice din organismul animal. Drojdia furajeră reprezintă, de asemenea, < 
o sursă bogată in vitamina Da. În compoziţia drojdiei se găseşte ergosterol . - 
care prin iradiere cu UVese transforma in vitamina D, Într-un” kilogram 
de drojdie furajeră cantitatea de vitamine. poate ajunge la 5 000 — 12:000 UV. 
(tabelul 8), Sve oe | | ETH, 
Tabelul 8 


Conținutul în vitamine din grupa B a unor drojdii alimentare 
è (în mg/100 g substanță uscată) 
(Oniscu, 1978) 


Candida arborea |Candida tropicalis i Candida utilis 
Vi : (cultivată pe ‘(cultivataé pe Be tarry : cultivata pe 
itamine. borhot de | . pornot de pe ina eae 
melasă) ` melasă). pe DOrhot | 135% melasă. 
Tiamină -2,32—2,96 | 3,77~—0;43 2,75 -z7r $762 3565 
Riboflavină 5,10—9,64 4,67—6,45 |. 2,89—7,10 | 6,86—13,0 _ 
Niacină | | 53,51—59,1- f- 46,6—51,13. | 45,57—60,88 67,23— 84,15 


` “Conţinutul ridicat în enzime asigură îmbunătăţirea metabolismului. 


organismului, animal şi. creşterea gradului de asimilare a proteinelor şi hi- 
draţilor de carbon. Prin introducerea drojdiei furajere în alimentație se reduce 
“consumul specific de .nutreţuri.: Vitaminele din grupa B, componente ale 

sistemelor enzimatice, contribuie la asimilarea aminoacizilor si sinteza prote- 


inelor. Prezenţa elementelor minerale P, K, Ca, Fe, Mg, Na, S, Cu, Mn, Co ş.a. © 


conferă drojdiei o valoare nutritiva:supcrioara. S-a stabilit: că 1 kg.de drojdie 


furajeră conţine pînăla 1,07 — 1,16 unitati nutritive $i pînă la 380—480.g 


proteină-digerabilă. o | aah i 
Într-o. serie de tari producătoare de drojdie furajeră şi alimentară (Anglia, 
Cehoslovacia, Germania, Franţa, România, S.U.A., -C.S.I. ş.a.) s-a testat 
valoarea nutritivă a drojdiei furajere, pe o gamă largă, de animale de. cres- 
cătorie (păsări, pureci, viței, animale de blană). as FEG sii 


“De exemplu, un adaos de 8—10% drojdie furajeră aduce un spor în. 


greutatea animalului de 15—20% şi reduce consumul de nutreturi cu cel 
putin 10%. Drojdiile pot înlocui 20—30%, din cantitatea de lapte folosită 
la hrana viteilor, as'gurînd in acelaşi timp un spor zilnic în greutate de 


650—750 g. În mod coneret s-a constatat că | kg de drojdie furajeră poate: 


“înlocui 4—6 kg lapte. La animalele de lapte introducerea drojdici furajere 

în mutreţuri măreşte cantitatea de lapte muls si procentul de grăsimi. Canti- 
tatea de lapte muls a crescut cu 3—3,5 1 în 24 ore, iar cantitatea de grăsimi 
cu 0,4—0,6%. O influenţă favorabilă o are adaosul de drojdie in hrana păsă- 
rilor oudtoare. Un adaos de 5% -drojdie furajeră din cantitatea totală de nu- 


- treturi în rația păsărilor măreşte cu 20—40% producţia de. ouă. . ane 
„3. Drojdia. furajeră contribuie, de asemenea, la îmbunătăţirea gustului 


cărnii, măreşte vitalitatea animalelor şi scade mortalitatea, în special a puilor, 
„xiţeilor şi purceilor. - ; l 


Cu rezultate bune se:foloseşte drojdia furajeră in crescătoriile de peste 


- şi apicultura ; pentru suplimentarea: hranei- albinelor primăvara timpuriu. 


P 


+. <Drojdia furajeră folosită în- hrana animalelor sălbatice crescute pentru 1 


blană a dus la mărirea rezistenței animalelor la îmbolnăviri şi la o imbuna- 
titire a calităţii. blanii. _. i ; 


de 


cultură, proteinele de biosinteza_ se încadrează în standardele Uniunii 


R În privința toxicității- s-a constatat. că, indiferent de natura mediului 


Internationale de Chimie Pură şi. Aplicată (L.U.P.A.C.), conţinutul în compuși | 


aromatici ai drojdiilor cultivate pe n-alcani fiind inferior cifrei de.5 ppd! 
(părţi per bilion). stabilită de L.U.P.A.C: În același timp se recomândă ca. 


în produsul finit să nu fie prezente microorganismele patogene sau care dau 


efecte secundare. J.U.P.A.C. a stabilit standardele microbiologice obligatorii! 


pentru proteinele de biosinteză folosite în hrana animalelor. În privinţa 
conţinutului în acizi nucleici (5—10%) sc întreprind cercetări pentru obti- 
nerea unor tulpini care'să producă o cantitate redusă de acizi nucleici. 
Pentru reducerea conţinutului de acizi nucleici, se practică tratarea drojdiei 
furajere; după îndepărtarea pereţilor celulari, cu un amestec., de NaCl și 
acetat de sodiu sau metanol (etanol) si. HCl, soluţie apoasă de amoniac, tra- 
tament termic ete. (tabelul 10). — „pepe A ee 2 i aT T 3 
__“Aspsetul gălbui-brun si mirosul caracteristic face ca în prezent drojdia 
furajeră să fie folosită numai. în hrana animalelor. Pentru introducerea. in 
“alimentaţia omului și înlocuirea sau completarea. resurselor animale de prote- 
ine. trebuie, satisfăcute unele condiţii şi îmbunătățite o serie de caracteristici 
ca mirosul, aroma, culoarea, digestibilitatea constituenfilor pereților celulari; 
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ads abelul 9. 


A ariatia Conti Air în acizi nucleici al tulpinilor analizate ` 


Cantitatea de acizi 


AI nucleici g % -` Raport } 
Tulpina Baga ass on gi să ABN/ADN 
| | "ADN, . |... ARN 

Saccharomyces carlbergensis = >) de 0,26 ; hat 20,5 
Saccharomyces diastaticus ] s FAOI l A e 39,5 
Saccharomyces elipsoideus y 520,299 8 „26,75 
Saccharomyces, pombe i 0,150 wore) 222 ~ 
Candida boidinii 4 „0,1420 6,66 - 46,9 
Candida robusta . . 0,207 6 28,98 
Hansenula anomala » : „0,1355 | 4,33 31,95 


Peretele celular intact şi nedigerabil imp: cdi că accesul enzimelor digestive 

„la conţinutul celulei. 

‘5+ Folosirea unor “condimente $i substanţe aromatice. va asigura. obţinerea 
unui preparat proteic: care să concureze „carnea sintetică“. din. soia, aflată: 
deja în. comerţ. Piin conţinutul său în aminoacizi şi vitamine, drojdiile ali- 
mentare reprezinta un aport important în substanţe nutritive. Testarea 
pe copii, bolnavi şi animale de laborator in diverse clinici medicale din Franţa, 
Germania, România-a evidenţiat o ameliorare. a stării generale, creşterea 
în greutate şi vigorii. C.N.E.R.A. (Franţa) . a recomandat, încă din 1953, 
“administrarea la |copii din colectivităţi a unci doze zilnice de drojdie uscată, 
iar „Organizaţia pa a Sănătăţii a recomandat folosirea. droiqiilgr ca 
sursă de vitamine. 
> Cercetările efectuate în ultimii ani au condus ià introducerea unor date 

` ce contin produse obținute din drojdie (supe, biscuiţi, prăjituri ş.a.) în ve- 
derea ameliorării şi chiar a vindecării: unor: afecţiuni digestive, hepatice, 
nervoase, inflamatoare ete. S-a constatat că o dictă de pînă la 35 g [zi a con- 
dus la ameliorarea semnificativă a bolnavilor care sufereau de arteroscleroza, 
diabet, obezitate. Conţinutul ridicat in proteine şi vitamine exercită un 
efect protector asupra ficatului, contribuind la prevenirea degenerării celulei - 
hepatice şi la revitalizarea funcțiilor acesteia. Pornind de la observaţia că 
aminoacizii cu sulf din proteine de drojdie au capacitatea de a se uni cu di- 
verse metale s-au obținut. diverse - combinaţii - -— selenometionină, seleno- 

glutation, selenocistină, selenociste:nă, recomandate in bolile cardiovasculare 
și cancer. Virtuti deosebite au fost descoperite la glutation. Glutationul 
participă la eliminarea substanţelor toxice, inlusiv a cancerigenilor prin inter- 


mediul glutationtransferazei și influenţează favorabil sistemul imunitar, 
mărește rezistenţa organismului față de cancerigeni și radiaţii. Glutation-, 
peroxidaza asigură protecţie celulei faţă de diverse substanţe toxice (nitriţi, 
nitrozamine, perox'zi, metale grele, medicamentc:s.a.). Hi tue 
Vitaminele! din grupa B exercită un efort „protector în eri fai -cu 
hidrocarburi clorurate, benzol, fenol, mercur, plumb, sulfură de. carbon, 
fluor ș.a. Vitamina B,, de exemplu, este recomandată în peste 230 ‘de afec- 
tiuni, între care se numără diabetul, hi pertensiunea, arteroscleroza, canceril. 
Vitamina B, se recomandă în: numeroase maladii (dermatite, conjunctiv; te, 
psoriazis, cheratite) şi inhibă dezvoltarea cancerului de ficat indus de colo- 


Ga! 


rantii azotici. Influențe favorabile asupra sănătăţii organismului o au şi celc- 
lalte vitamine din grupul B. (Segal, 1991), 5 aa o 

‘Desi, în ultimii ani, industria de producere a proteinelor. de biosinteza 
se confruntă cu numeroase probleme, printre care aprovizionarea ritmică 


4 


„cu mediul de cultura, în cantitate suficientă si de calitate superioară, preț 
de cost ridicat al acestu.a, dezvoltarea acestei industrii este de mare actuali-: 
“tate. datorită posibilităţii de-a satisface deficitul de proteine şi vitamine in 


tot timpul anului, producţia nefiind influenţată de condiţiile atmosferice, | 


1.2. SPECIILE FOLOSITE ÎN INDUSTRIA DE PROTEINE. 


»  Drojdiile de sinteză proteică sint în general drojdii imperiecte care: în 
marea majoritate nu prezintă sexualitate, motiv pentru care. investigaţiile 
genctice se bazează numai pe analiza ciclului parasexuat. | 4 i 


Pentru producerea proteinei furajere și/sau alimentare sînt preferate 


- drojdiile deoarece pot fi mai ușor separate de mediul de cultura datorită 


- dimens‘unii mai mari a celule: (5.um) şi conţinutului scăzut în acizi nucleici 


“de contaminare, ` 


(5—10%). În acelaşi timp pH-ul scăzut la eare,sc dezvoltă reduce pericolul 


"Depăşirea acestei valori atrage supă sine obţinerea unor tulpini cu un 


"conţinut scăzut de acizi nucleici sau utilizarea drojdi;lor furajere numai pentru’ 


suplimentarea produselor alimentare sau furajelor şi numai într-o proporție 


-de maximum 10%.. 


Incriminarea componentelor peretelui celular bacterian ca fiind can- 


cerigene constituie un argument în plus pentru utilizarea drojdiilor in-indus- 


tria de. proteine: si înlocuirea bacteriilor. sau limitarea. folosirii acestora nu 


numai în industrua de biosinteză dar şi. în experienţele de inginerie genetică 


- care vizează producerea unor hormoni (insulina), medicamente și alte substanţe 


biologic active. . LTA per A we 
În industrua de biosinteză se utilizează un mare număr de. Specii ce 
aparţin genurilor: Candida, Crypococcus, Debaryomyces, Endomycopsis, Han- 


senula, Kloeckera, Kluyveromyces, Leucosporidum, Lodderomyces, Metschni- 


kowia, Pichia, Rhodotorula, ‘Saccharomyces, Saccharomycopsis, Schwdnniomyces, 
Sporidiobolus, Sporobolomyces, Torulopsis, “Trichosporon, Wingea ş.a. (tas: 


belui 9). - l mo 
i : A sa Woes : ` Tabelul 10 
Specii de drojdii utilizate in industria de proteine $ | 
4 - ri : E > 
Specia | Mediul de cultură 
Candida albicans EA cal | n-alcani chine: A 
. C. arborea. . : i n-aleani melasa, leşii bisulfitice și hidrolizate 
AE Pe Prey, Piu „de celuloză TAY z 
C. boidinii — is | Metanol 
C. cariosilignicela - {| Metanol- 
C. cloaceae > -| n-Alcani 
C. dulcherina | n-Alcani | 
C. guilliermondii | n-Alcani 
GC. intermedia - s „| n-Alcani ° 


- 
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| y | i t tl - e di Tabelul 10 (continuare) 
Specia : . | ERE Mediul de cultură - 


- C. lipolytica n-Aleani 


`C. maltosa n-Alcani 
. methanophilum Metanol - .. 7 
. metanolica Metanol `> 


n-Alcani: 

n-Alcani 

Leșii bisulfitice şi hidrolizate de celuloză 
n-Aleani = ; 
Metanol 

Metanol | > oe 
Lesii bisultitice, hidrolizate de celuloză și . 
` -n-alcani £ C i 
Leșii bisultitice, hidrolizate de celuloză, amidon- 


C 

C 

C. parapsilopsis 

C. pelliculosa 

C. robusta ` 

C. rugosa  . 

C. silvicola 

CG. succiphila 

C. tropicalis . Sg: i 


„C. utilis 


F ; melasă r ; 
C. zeylanoides. - n-Aleani i | 
Cryptococcus sp. Metanol 
Debaryomyces sp. __ Etanol, -n-aleani 
Endomycopsis fibuligera : Amidon l 
Hansenula anomala A n-Alcani, etanol 
H. capsulata Metanol j 
H. glucozyma Metanol 
H. henricii Metanol 
H. minuta . Meatnol: 
H. nonfermentans Metanol 
H. philodendra Metanol - 
‘HT. polymorpha Metanol 
H. wickerhamii | Metanol | 
Kloeckera sp. , Metanol 
~ Kluyveromyces fragilis’ Lactozer 
K. lactis Lactozer 


n-Alcani © 
n-Aleani 


Leucosporidium sp. 
Lodderomyces sp. 


Melschnikowia sp. n-Alcani 
Pichia cellobiosa Metanol. 

P. liaplophila n-Alcani 

P. methanolotherma Metanol 

P. lindnerii ` i -Metanol 

P. pastoris Metanol | 

P. pinus- Metanol 

P. trehalophila - Metanol - 
Rhodotorula sp. Etanol şi n-aleani 
Rhodosporidium sp. n-Alcani : ; 
Saccharomyces cerevisiae Etanol, melase 
Saccharomycopsis lipolylica „n-Alcani 


Schwanniomyces sp. n-Alcani 


Sporidiobolus P. n-Alcani 
Torulopsis famata - . ` Metanol . 
* T. glabrata Metanol 
T. gropengresseri | -| n-Alcani e 
T; methanosorboza Metanol | 
T: methanolovescens | ` Pre Li _| Metanol - j 
T. molischiana j a Metanol ` 
T. nemodendra \ Metanol 
T, nitratophila "| Metanol. 
T. pinus Metanol — ate 
T. sonorensis Metanol i 
Trichosporan sp. - -| n-Alcani 
Wingea sp. — ` | n-Alcani | i 


„Dim numărul mare de specii care se întrebuinţează în industria de bio- | 
snteză sau cu potentialitati de a fi utilizate în producție, sau în programele | 
de ameliorare. a drojdiilor industriale, vonr descrie pe cele mai reprezenta- 5 


ry 


A. DROJDIL SPOROGENE 


ie 


= ¥24. SACCHAROMYCES CEREVISIAE HANSEN - 


N 


„8. cerevisiae este tipul reprezentativ al genului Saccharomyces -Meyene- 
-mend Reess. Numele generice de Saccharomyces a fost. introdus de Meyen 
în 1838, iar genul a fost definit pentru prima dată în 1870 de Reess.. i 
" Drojdiile din genul Saccharomyces prezintă cclule de forma variată: 
rotunde, ovale, alungite, cilindrice, care uncori formează pscudomicelii. - 
Se înmulţesc pe cale vegetativă prin inmugurire multilaterală si sexuat prin 
“spori. În condiţii naturale, celula diploidă se transformă în urma diviziunii 
_-meiotice într-o ască cu patru ascospori — 2a și 2s. L indegren. şi Li- 
dengren au demonstrat existența unei perechi de alele a și a, care contro- 
lează împerecherea. Pe mediu nutritiv complet sau în condiţii optime de 
„hrană in natură, între spori sau celule vegetative sa realizează conjugarea, 
rezultind zigotul diploid. Locusul tipului de “împerechere la S. cerevisiae, 
de exemplu, denumit MAT, este localizat in cromozomul III şi există sub 
forma a două alete MATa şi MAPa, care controlează diferenţierea sexuată, 
“producerea de feromoni, aglutinarea, ` împerecherea și sporularea (fig. t şi 2) 
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Fig. 1. Ultrastructura celulei de Saccharomyces, cerevisiae, inmugurirea 
— - şi- procesul - de diferenţiere a peretelui despărțitor. > 
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Fig. 2. Ultrastructura unei „asce cu patru spori haplozi de la ‘Saccharomyces cerevisiae,’ | 


„Toate tulpinile de drojdii aparţin la două tipuri : heterotalic si homotalic. 
În practică homotalismul şi heterotalismul la drojdii se determină prin tes- 
tarea icapacitaétii de sporulare si împerechere. Heterotalismul presupune 
obligatoriu  încrucişarea între celule de tip opus de împerechere a si a care. 
derivă din culturi unisporale. Zigotii diploizi rezultați segregă totdeauna. in. 
raport. de 2a: 2x. Homotalismul a fost observat la S. cerevisiae vkr ellipsoideus 
si ulterior la F. chevalieri. ae | PCU 

Studiul genetic al diverselor tulpini a evidenţiat că o singură pereche 
de alele denumită Ho/ho este responsabilă pentru diferenţierea homotalism / 
heterotalism.. Studiul segregării la teraploizi a arătat că homotalismul este. 
dominant. Diferenţa de comportare a celor două tipuri de tulpini se datorește: 
prezenţei genei Ho în tulpinile homotalice, în tulpinile heterotalice find, 
prezentă alela ho (Biologia şi tehnologia drojdiilor I. Anhgel gi colab., 1989, . 
Ed. 'Tehhică) 4) > 8 oe Eben’ . si 

S. cerevisiae este specia folosită din cele mai vechi timpuri în industria. 
de bere si panificaţie şi cea mai mare parte a drojdiei alimentare si furajere. 
este obținută prin recuperarea acestei drojdii de la fabricile de bere. Dezavan- 
tajele folosirii tulpinilor de S. cerevisiae pentru producerea industrială de 


S. cerevisiae izolată din bere si ulterior din vin, după cultivarea pe extract 
Je malt timp de 3 zile, se prezintă sub forma unor celule: sferice,elipsoidale, 
ilindrice, alungite, dispuse izolat sau în perechi şi ocazional formează lanţuri. 
aglomerări, “Celulele de F. cerevisiae se încadrează în 3. grupe de dimen- 
iuni : în prima grupă sînt încadrate celulele cu dimensiunile 4,5 —10,5 x 
x7— 21 um, cele din grupa a doua au dimensiuni de 2,5—7 x 4,5—11—18,5 im, 
ar ultima“ grupă, a III-a, cuprinde celule cu cele mai mici dimensiuni, — 


9 — 8 5(11,5) — 17,5 um. 


3l 


-= Se intilnese și celule filamentoase care ajung la 30 um lungime. În mediu 
lichid formează sediment și ocazional un incl incomplet. Prin: conjugarea 


a doi spori de tip de împerechere diferit se formează zigotul diploid a/a, | 


carc In urma meiozei se poate transforma într-o ască cu unul pina la patru 
‘ascospori. Fermentează. glucoza, galactoza, zaharoza, maltoza, 1/3 din rafi- 
noză si dextrinele. Asim leaza alcoolul ctilic, glicerina si acidul lactic. F. 
‘cerevisiae suportă bine aciditatea si alcoolul şi se dezvoltă optim între 25 si 
30*C. Datorită capacităţii de a produce alcool (pina la 14%) prezintă interes 
pentru industria fermentativa (Lodder, 1970). În laborator poate fi crescuta 
Ja 30°C, pe mediu complet [extract de drojdie 1%, peptonă 2%, glucoză 2%, 
sau K,HPO, 0,2%, MgSO, 0,1%, (NH).SO, 0,1% autolizat de drojdie SSA 


1.2.2. SACCHAROMYCOPSIS LIPOLYTICA (WIRCKERHAM) f 
YARROW en, SN 


Este o. specie heterotalica ce prezintă două tipuri de imperechere A 
si B. Din fuziunea. celulelor vegetative sau sporilor A și B rezultă. diploizi 


ce se reproduc vegetativ. In comparaţie cu „S. cerevisiae celulele haploide 


de S. lipolytica, de tip împerechere opus, fuzionează rar iar majoritatea zigo- 
filor rezultati avorteaza. Prin sporularea diploizilor se formează asce ce contin 


.1—4 ascospori, care prezintă o “capacitate scăzută de germinare (> 1%).9 


Aceste trăsături negative pot fi remediate prin încrucișări repetate frate sora 


pînă cînd. 80—90% dintre asce contin patru ascos ori, cu o capacitate de) 
0 | $ 


germinare de 90% (Heslot, AIST) a 


Celulele au forme. si dimensiuni diferite, de la oval pînă la cilindrice, | 
„şi dimensiuni cuprinse între 4,4—6,l-x 14—21 . um. Se înmulţesc şi prin | 


înmugurire formînd. lanţuri . sau pseudomicelii.. În prezenţa unei concen- 
taţii optime de CO, (15% w/v) crese la temperatura de 30.. .40°C. Fermen- 
tează glucoza, zaharoza şi rafinoza. Pentru creştere sint necesare urmatoarcle 
vitamine : acidul nicotic, pantotenic, tiamina “si inositolul. Pot fi crescute 
şi. conservate pe mediu lichid ce conţine autolizat de drojdie sau extract 
de drojdii 1% w/v peptonă și glucoză: 2%: Pereţii celulei de Saccharomy- 
~ copsis sînt mult mai rezistenți decit cei de la Saccharomyces şi contin 16—17 % 


proteine, 72% hidrati de carbon, 16—19% chitină si 0,04—0,06% fosfati. | 


Raportul glucan/manan este de 2:1, in timp ce la S. cerevisiae este de 1:1 


este sinonimă cu Candida lopolylica (Saccharomycopsis Candida lipolytica). 
Cu toate acestea la grupul de drojdii asporogene (imperfecte) am menţinut 
şi descris şi specia Candida lipolylica, fara ca datele să se suprapună cu cele! 
prezentate la Saccharomycopsis lipolytica. Studiile ulterioare. vor definitiva. 
mai precis locul: pe care îl ocupă această specie. = an 


2.3: DEBARYOMYCES LODDER KREGER-VANRIJ, 


- Se reproduce prin înmugurire multipolară. Forma celulelor este variată. 


© Ocazional formează . pseudomicelii. Conjugarea heterogametică între celula- 


mamă şi mugure precede formarea ascei.. Poate avea loc si conjugarea iso- 
gamă. Sporii sînt sferici sau ovali. În general se formează 1—2 spori /ască, 


dar la unele specii se diferențiază asce cu 4 ascospori. Speciile de Debary- 
omyces sînt lipsite de capacitate fermentativă sau aceasta este. slabă. . 


CRU 


.. (Phaff, 1990). În. actualele sisteme de clasificare Saccharomycopsis lipolytica 


„Genul Debaryomyces cuprinde 8 specii (D. cantarelli, D. castellii, D 

coudertii, D. hansenii, D. marama, D: phaffii, D. tamarii, D. vanrijii). 
Speciile genului Debaraomyces au fost subimpartite în două grupe. 
Prima grupă conţine speciile: D. coudertii, D. hanseni, D. marama 

si D. tamarii care au o capacitate de fermentație viguroasă. Celulele sînt mici, 


sferice sau ușor ovale si necesită vitamine pentru creştere. Utilizează mani- 
tolul şi glucitolul. -. : 


Grupa a doua cuprinde speciile de celule sferice, oval-alungite și care 
pot forma un pseudomiceliu primitiv. Cele mai multe specii formează o peli- . 
culă pe extract de malt. Speciile D. cantarellii, -D. castellii, D. phaffii fermen- 
teaza glucidele, iar D. vanrijii nu are capacitate fermentătivă (Kreger-van 
1970). i 


Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder şi Kreger-van Rij. Lodder şi 
Kreger-van Rij (1952) au indicat D hanseii (Zopf) Lodder si Kreger-van 
Rij ca specie tip a genului Debaryomyces. Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder 
si Kreger-van Rij crescute pe mediu cu extract de malt timp de 2 zile la 
25°C au celule sferice sau uşor ovale, dispuse izolat, in perechi sau în lanţuri 
scurte, cu dimensiuni de 2—7 x.2,5—85um. După menţinerea timp de 
o lună la 17°C, coloniile sînt alb-gri spre gălbui, moi, lucioase, catifelate, 
parțial sau în totalitate zbircite. Cultivate pe mediu de făină de cartof si 
porumb se poate diferenţia un pseudomiceliu primitiv şi numai în mod ex- 
ceptional este bine dezvoltat. - 


De obicei conjugarea între celula-mamă și mugurele său precede formarea ` 
ascei, Poate avea loc si conjugarea isogamică. Sporii sînt sferici si se eviden- 
țază numai cu microscopul electronic. In mod frecvent se formează un spor 
şi mai rar doi într-o ască. Sporularea a fost evidențiată la 26 tulpini din cele 
42 luate în studiu. Temperatura de 20°C stimulează sporularea. Poate fermenta 
(uneori foarte slab sau deloc) glucoza, galactoza, zaharoza, maltoza si asimi- | 
lează glucoza, galactoza, L-sorboza (rareori —), zaharoza, maltoza, celobioza, ` 
trehaloza, lactoza (sau, —) melibioza (rareori: —), rafinoza, melezitoza, D-ra- 
muoza (sau —), etanolul, glicerolul, eritritolul (sau —), ribitolul, D-mani- 
tolul, D-glucitolul, a-metil-D-glucozidul, acizii DI-lactic, succinic şi atric. 
Crește la 37°C (Kreger-van Rij, 1970). . | hee 


1.24, ENDOMYCOPSIS DEKKER 


Lodder si Kreger-van Rifj (1952) au desemnat E. capsulans 
(Schionning) Dekker ca specie tip. | ivy | 
Endomyeopsis îibuligera' (Livder) Dekker. Cultivate pe extract de malţ, 
timp de 2 zile la 25°C, celulele. sint ovale sau alungit-ovale, cu dimensiuni 
de 4—8.x 6—18um. Este de asemenea prezent miceliul, rămuros, septat. | 
„ Proportia între celulele de drojdie şi hife variază cu tulpina. După o 
lună de menţinere la 17°C, se formează o masă groasă, dură, de culoare 
> w ° A = A 3 È R i. P " Ko 
galbenă. După 2 zile de la insimintare pe malt, agar şi incubare la 25°C, 
cultura ‘constă din celule inmugurite si miceliu adevărat, mai abundent 
decît pe extractul de malt. După o lună de menținere la 17°C, cultura devine 
maro-galbenă, dură, mai mult sau mai puțin zbîrcită (rugoasă), lucioasă, 
partial sau total poroasă. Pe mediu agarizat, ce conține făină de cartofi sau- 
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Cu — s-a notat incapacitatea de fermentație și asimilatie. 
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porumb, se formează miceliu adevărat, ramificat septat. Frecvent se formează 
şi pseudomicelii. Ascele sint sferice sau ovale, sînt dispuse la capătul - hifelor- 
“sau de-a lungul lor adesea in grup (ciorchini).. ~ 
`=  Fermentează glucoza, zaharoza, maltoza şi uneori rafinoza. Asimileaza 
glucoza, zaharoza, maltoza, celobioza, trehaloza (sau —), rafinoza (său —), 
(melezitoza (sau —), etanolul, glicerolul, eritritolul (sau. —), ribitolul (sau 
—), D-manitolul (sau —), D-glucitolul) sau —), a-metil- D- Glucozida, salicin, 


DL-acidul lactic, acidul salicilic (sau —),. acidul citric (sau —) inositolul - 


(sau —). Creşte la 37°C (Kreger-van Rij, 1970). 
1.2.5. HANSENULA H. ȘI P. SYDOW. 


i "Genul Hansenula cuprinde 25 de specii, grupate în -cinci linii filogene- 
tice (Wickerham, 1970). i | She 


1.2541. HANSENULA ANOMALA (HANSEN), H. ET P. SYDOW 


“Celulele pot: varia ca mărime si formă, chiar dacă aparţin aceleiaşi tul- 
pini, In mod frecvent, celulele sînt sferice sau elipsoidale, izolate, dispuse în 
perechi sau în grupuri mici. Dimensiunea celulelor variază între 2,4—4,8 x 
x 2,6—5,2 u. Tulpinile filamentoase prezintă o mai. mare variabilitate mor- 


- fologica,. atingind lungimi de 30 g. Coloniile sînt netede, rugoase, răsucite, 


mate, strălucitoare sau gri. Coloniile netede si strălucitoare sînt caracteristice 


tulpinilor proaspăt izolate din natură, iar celelalte forme se întîlnesc la tulpi- 


nile menținute timp îndelungat. în laborator. Marginile coloniei sînt de obicei } 


crenate. În culturile batrine se pot diferenţia hife, unele puternic ramificate. 
"Celulele extreme ale hiflei pot atinge 20 u- în lungime. Blastosporii sînt in 
general sferici, ovali, și elipsoidali. pies eet wh 
Deoarece H. anomala var anomala este izolată aproape exclusiv din natură, 
in. stare diploidă, bisexuală, celulele se convertesc direct în aste, care conţin 
între unul și patru ascospori. Imediat dupa eliberare din ‘asce, .ascosporil 


se. aglutinează. Sporii sint heterotalici, iar uncori pot suferi un proces de 


diploidizare.  — pa. ree | | 

Fermentează glucoza, galactoza (ocazional —), zaharoza, maltoza (frec- 
- vent slab, ocazional —), rafinoza si asimilează glucoza, galactoza,: (ocazio- 
nal —), D-riboza (ocazional —), zaharoza, maltoza, celobioza, trehaloza, 
-rafinoza, melezitoza, D-xiloza (rar —), etanolul, glicerolul, eritritolul, ribi- 
tolul- (ocazional —), D-manitolul, D-glucitolul, a-metil-D-glucozidul, acidul 
DL-lactic,. acizii succint şi citric (Wickerham, 1970).. | 


1252. HANSENULA CAPSULATA WICKERHAM | 


"Celulele sînt sferoidale pînă la elipsoidale, izolate şi in pereche, iar oca- 
zional sînt dispuse în mici ciorchini. Celulele au dimensiuni de 0,9—3,4 x 
x 1,4—3,8 pm. Coloniile sînt albe, gri sau sectoriale alb-gri. De obicei, colo- 
niile sînt strălucitoare, iar după o cultivare continua, au o. formă convexă 
sau circulară. . : : gt UAB pe Ul 

"Au fost identificate tulpini care nu formează spori, fiind încadrate în 
rîndul speciilor imperfecte. În mod obișnuit conjugarea are loc între o celulă 


“matură şi mugurele ei şi mai rar între două celule independente. S-au iden-, 


tificat şi tulpini la care conjugarea are loc între o celulă matură şi un mugure 
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al altei celule. Procesul de conjugare a‘ fost mai frecvent întîlnit la tulpinile 
care produc un pigment cînd cultura sporulează bine. Ascele de H. capsulata 
contin nu mai mult de doi spori și peretele ascei se rupe imediat dupa ce s-au 
format sporii. mr h or 

“Fermentează glucoza și asimilează glucoza, celobioza, trehaloza, D-xiloza, 
L-arabinoza,  D-riboza, ‘L-ramnoza, etanolul, glicerolul, critritolul, ribitolul, 
D-manitolul, D-glucitolul. H. capsulata creşte la 37°C - 


/ 


1.2.5.3. HANSENULA GLUCOZYMA’ WICKERHAM 


Celulele sînt izolate sau dispuse în perechi si triple.: Celulele mai mari- 
şi bătrîne formează mici ciorchini. Celulele sînt de la elipsoidale pina la sferice 
şi au dimensiuni 2,4—6,9,x 3,1 —7,3 um. Se observă numeroși zigoti hetero- 
gametici. La aproximativ: 2 mm de la margine se observă multi spori liberi 
in ciorchine, cu 3 si 4 ascospori. Ascele intacte contin de la unul pînă la 'patru ` 
spori. Coloniile sînt mari, măsurînd 9 mm în diametru. Au o formă conică, 
strălucitoare, roz. Nu formează hifle. Coloniile diploide sînt de culoare roz 
inchis, roşu. ie l ; : j p 

Conjugarea are loc in mod frecvent, intre celula si mugurele ei, mugu- 
rele avînd dimensiunea de 1—5 pm, iar diametrul celulei-ma mă este de circa 
7 um. Uneori, conjugarea are loc si între celule independente. După două 
zile, majoritatea celulelor sporulează. Cele mai multe asce conțin doi spori, 
dar se întîlnesc și asce cu 3 sau 4 spori. H. glucozyma fermentează glucoza 
și asimilează glucoza, celobioza, trehaloza, D-riboza, L-ramnoza, etanolul, 
glicerolul, eritritolul, D-manitolul, D-glucitolul, D-xiloza, acidul citric.. Crește 
la 37°C, Puy 

: 1.2.5.4, HANSENULA HENRICII WICKERHAM © 

' Celulele de la marginea coloniei sînt izolate, dar ‘se întîlnesc si perechi 
triple, si în mici ciorchini. [O sue ois 

Celulele tulpinilor haploide sînt puţin: mai mici decit cele diploide, dar 
mult mai mari decît celulele de II: minuta, H. nonfermentans şi H. wickerhamii. 
Celulele haploide pot fi sferoidale si clipsoidale cu dimensiunea de 3,5—5,2 x 
x 5,0—6,6 um. Conjugarea heterogamica are loc intre celulele independente. 
Ascele sînt sferoidale (7,0—7,8 um). În centrul coloniei: se întîlnesc numeroși 
spori liberi, mari, refractili, dispuşi în grupuri de 3 sau 4 spori, iar ocazional 
în grupuri de pînă la 100 spori. Celulele diploide de la marginile coloniei 
sint singure sau.grupate cite două sau în mici ciorchini. Sint sferice sau elip- 
soidale cu dimensiuni de 5,2—5,8 um. i 

Cot condiţii aerobe, creșterea este moderată și ocazional se formează 
lanțuri de celule sferice sau elipsoidale dé 10—15 celule. Coloniile sînt netede, 
strălucitoare și ladeseori au culoarea roz. După 7—10 zile coloniile devin 
maro-roșu. Sporularea este abundentă. Sporii sînt mult mai mici decit cei 

3 Ki 4 z be ine > fs 
de la speciile H. minuta, H. nonfermentans, H. wickerhamii. După eliberare, 
sporii cresc în mărime şi refractilitate. Coloniile haploide pot fi izolate relativ 
uşor de cele diploide, după intensitatea culorii. Asimilează glucoza, celobioza, 
trehaloza, D-xiloza, D-riboza, L-ramnoza, etanolul, glicerolul, eritritolul, 
ribitolul, .D-manitolul, D-glucetolul. La 37°C cresterea este moderata, in pre- 
zenta HCl 10%. i l 


35 


„de 4 mm, sînt netede, foarte strălucitoare si de la mucoide pina la butiroase. 
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1.255.-HANSENULA MINUTA WICKERHAM 


„Au fost identificate două forme — mucoidă, sub care probabil se întil- 
neste în natură, si forma butiroasa, specifică tulpinilor de laborator., = | 
> “Celulele din marginea coloniilor, mucoide măsoară. 0,8 um lăţime şi | 
1,4—1,7 um lungime, iar cele de la forma butiroasă au dimensiunile de | 
-1,5 um-X 1,7—3,4 um. Celulele izolate sau dispuse în perechi sînt elipsoidale | 
"şi sferice. Zigotul rezultă prin conjugarea celulei cu mugurele său. Celulele 1 
-mai mari sînt de aproximativ 3,8 um în diametru, iar mugurele de 0,6 pm. 
„Numărul de spori într-o ască depinde de mediul de cultură. In mod frecvent, į 
o ască conţine 2—3 spori, dar se intilnesc si asce cu 1—4 spori. in momentul 
eliberării formează ciorchini, crese in mărime şi: devin refractili. 

Coloniile au diametrul de aproximativ 4 mm, sînt-strălucitoare, alb-gri 
şi nu se diferențiază hife. Coloniile formei butiroase sint foarte mici $i ating 
după 5 zile 1,0—1,5 mm. BLA A sua ae te ; = 
- -H. minuta este o specie homotalică, stare demonstrată de conjugarea 
„celulei cu mugurele său. Mugurele este neobişnuit de mic, în comparaţie cu | 
- diametrul celulei din care provine. Fermentează. glucoza si asimilează glucoza, | 
-celobioza, trchaloza, D-xiloza, D-riboza, etanolul (ușor), glicerolul, -mbitolul, 
D-manitolul, D-glucitolul (Wickerham, 1970) . ~ | 


"1256. HANSENULA. NONFERMENTANS WICKERHAM 


„Celulele de. la marginea. coloniei sînt singure (izolate), în perechi si in | 
mici ciorchini. . Majoritatea celulelor sint elipsoidale, iar cele mai mari | 
(1,4—2,1 x 2,6—3,1 um) sînt sferice. Coloniile, după 7 zile, au diametrul 


jè 
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Ele sint convexe pina la conice, alburii, intregi şi fără hife. Coloniile crescute | 
“pe extract de drojdii.— extract de malt, după 3—4 zile sint mici, netede, 
“strălucitoare şi butiroase, iar la 5. zile au diametrul: de 2 mm. Indiferent de> 

condiţiile de creştere, aerobe sau anaerobe, nu se formează hife. Celulele cele | 

„mai tinere din zona anaerobă sînt foarte mici, elipsoidale sau cilindrice, în | 
timp ce celulele mai bătrâne, din imediata apropiere a punctului original | 
al inoculării sint mult mai mari şi sferice. Însămînţate pe extract de malt 
„celulele diploide se pot transforma în asce ce contin, in. mod frecvent, 2—3 

spori şi mai rar 1—4, cu dimensiuni de 1,4 x 1,8 um. După: eliberarea lor 

‘din asce, unii spori pot atinge 2,4 um în diametru, Sporii liberi se pot uni în | 

ciorchini. Conjugarea -are loc. de obicei între celula-mamă şi mugurele său | 

"ocazional între celule independente, prin intermediul tuburilor de conjugare. 

H. nonfermentans este o specie homotalica și lipsită de capacitate fementativă. | 
- Asimileăză glucoza, trehaloza, D-riboza, etanolul, glicerolul, ribitolul, D-mani- | 

tolul, D-xiloza, acizii succinic şi citric. Creşte la 37°C (Wickerham, 1970). 


fit: 


125.1. HANSENULA POLYMORPHA DE MORAIS ET MAIA 


ees Ted 


Se prezintă în stare haploida şi diploids. Celulele haploide de la marginea | 
coloniei sînt clipsoidale spre cilindrice, au dimensiuni de 1,0—3,4 2 eG 
—4,3 um şi se întîlnesc singure. sau in perechi. Celulele diploide sînt sferice 
şi sferoidale și au diametrul de 3,4—5,2 um. Celulele diploide aglutineaza | 
si formeaza ciorchini. Coloniile sint netede, strălucitoare, butiroase, întregi | 
şi lipsite de hife. Coloniile care sporulează devin roz sau roşii. Nu se: for- 
mează hife, indiferent de condiţiile de creştere, aerobe, sau anaerobe. 
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În natura, H. polymorpha există în mod predominant sau chiar exclusiv 
în stare haploid’. În timpul izolării, celulele haploide produc numeroase 
celule diploide. Coloniile haploide sînt albe sau roz, iar cele diploide sînt roşii. 
Culoarea evidențiază abundența ascosporilor.. Conjugarea celulelor haploide 
se realizează între celulă si mugurele său si mai rar între celule independente. 
Ascosporii sînt mici, semisferoidali şi în număr de 1—4 per ască: Ascele sint 
sferice sau sferoidale și se-rup la: maturarea sporilor. Ascosporii sînt mai rezis=- 
tenti la căldură în comparaţie cu ascosporii altor specii de Hansenula. Fer- 
menteaza glucoza și asimilează glucoza, zaharoza, maltoza, celobioza: (oca- 
zional —), trehaloza, melezitoza, D-xiloza, (rar —), D-roboza, L-ramnoza, 
(sau —), etanolul, glicerolul, eritritolul, ribitolul, galactitolul (uneori —), 
D-manitolul, D-glucitolul, . a-metil-D-glucozidul, acizii succinic şi citric 
(ocazional —). Creşte la 37°C (Wickerham, 1970). ` 


(12.5.8. HANSENULA WICKERHAMII CAPRIOTTI 


Celulele haploide .de la periferia coloanei sînt singure (izolate) şi 
in perechi. Forma lor este sferică si au dimensiuni de 1,7—2,4 um. Celulele 
diploide sînt sferice pînă la elipsoide, cu dimensiuni de 2,6—3,5 um. Coloniile 
ambelor forme sînt mici, netede, strălucitoare, butiroase, întregi si nu contin 
hife. H. wickerhamii, in mod normal, este haploid’ si homotalică. Culturile 
haploide sporulează puțin pe mediu extract de malt si mult mai putin pe 
extract de drojdii + extract de malt. Totuşi, celulele diploide vegetative 
sînt produse în număr foarte mic si pot fi izolate de pe mediul cu extract 
de drojdii 4: extract de malf sau de pe mediul cu extract de malt. “Coloniile 
diploide se pot. deosebi de cele haploide după culoarea lor roşie, ° Celulele 
diploide se caracterizează- printr-o abilitate. diferită de sporulare, unele din 
ele suferă acest proces de conversie în procent ridicat (80%). Ascele au dia- 
metrul de aproximativ 3,5 um. Ascosporii în formă de pălărie sînt subțiri, 
cu diametrul de 1,5—1,7 um. După eliberarea din ască își măresc dimensiunile. 
n fecare ască sînt 3 sau 4 spori. Nuvare capacitate fermentativă.. Asimi- | 
lează glucoza, L-sorboza, trehaloza, D-xiloza, D-riboza, L-ramnoza, etanolul, 
glicerolul,  eritritolul, ribitolul, D-manitolul,  D-glucitolul,  D-arabinoza 
(Wickerham, 1970). ` ae | fas 


1.2.6. KLUYVEROMYCES VAN DER WALT 


Genul Kluyveromyces cuprinde 18 specii. K. polysporus a fost desemnată 
ca. specie tip a genului. În producţia de proteine sînt folosite K. fragilis si 
K. lactis. a 


1.2.6.1. KLUYVEROMYCES FRAGILIS (JORGENSEN) VAN DER WALT 


Celulele crescute pe extract de malt timp de 3 zile la 28°C sînt subglobu”: 
lare, clipsoidale, spre cilindrice, cu dimensiuni de 2,0—6,0 x 3,5—10,0 um: 
Se pot intilni celule singure (izolate), în perechi sau în lanţuri scurte. De obicei 
se formează un pseudomiceliu, într-o proporție mai mare sau mai mică. 
Cultura este butiroasă, de culoare crem sau maronie, lucioasă, relativ plată, 
netedă spre incretita, ocazional împărțită în sectoare. Marginea poate fi netedă, 
ondulată sau lobiformi. După menţinerea timp de o lună la temperatura ca- 
merei, cultura este maro-bej spre maro-gri, lucioasă spre -estompată, cati- 
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felată, împărțită pe sectoare, încreţită sau rugoasă. Marginea poate fi ondulată > 
lobiformă şi ocazional mărginită de pseudomiceliu. | 

Culturile crescute pe. mediu cu făină de porumb formează, de obicei, 
un psudomiceliu abundent, care se dezvoltă mai bine în condiţii anaerobe. 
Pseudomiceliul poate fi rudimentar sau poate fi puternic ramificat. Ocazional | 
se pot forma plastospori, dispuşi în mici ciorchini în lungul celulelor filamen- | 
toase. De obicei, celulele vegetative diploide se transforma direct în ască. | 
“În acelaşi timp, conjugarea celulelor independente sau autogamia poate pre- | 
„ceda formarea ascelorce contin 1 —4 ascospori. Ascosporii reniformi sau alun- 
giti cu capete obtuze sînt eliberați rapid din asce si tind să aglutizezc. ' 

_ Fermentează glucoza, galactoza, zaharoza, maltoza, lactoza, rafinoza, 
inulina (ocazional slab) si asimilează compusii de carbon din glucoză, galac- i 
toză, L-sorboză (sau —), zaharoza, maltoză, celobioză, lactoză, -rafinoza,: | 
“insulină, D-xiloză, L-arabinoză, D-riboză (sau —), etanol, glicerol, ribitol 
(Gare) D-manitol), ‘D-glucitol, acid DL-lactic, acid “succinic, acid citric | 
(sau —). ` TA tes pe 30 eee, S 
~ Celulele cresc la 37°C şi sînt rezistente la cicloheximidă (Van der Walt, 
1970). SA E fra ba Th? vil 


1.2.6.2. KLUYVEROMYCES LACTIS (DOMBROWSK?) VAN DER WALT 


`- Celulele de K. lactis crescute pe extract de malt, timp de 3 zile, sînt. de 
obicei sferice, elipsoidale sau ocazional cilindrice, cu dimensiuni de 2,0—6,5 x 
x-3,8—8,0 um. Pot fi intilnite singure (izolate), în perechi sau, ocazional, 
în mici ciorchini sau mase aglutinate. Se pot observa și celule amoebo:de. 
Cultura 'este butiroasă; de. culoare crem sau maronie, ocazional cu o tentă: 
„roz, lucioasă, netedă si ocazional împărţită în sectoare. Marginca este întreagă 
spre ondulată, ocazional lobiformă. După menţinerea timp-de o lună la tem- 
‘peratura camerci, cultura este de culoare maroniu-crem spre gri-bej, frecvent 
cu o tentă roz, plată, catifelată, ocazional împărţită în sectoare. Marginea 
este întreagă, ondulată sau lobiformă. Pe mediu ce conţine făină de porumb 
se formează un pseudomiceliu rudimentar. În condiţii: aerobe poate lipsi 
si este mai bine dezvoltat în condiţii anaerobe. Conjugarea celulelor indepen- 
dente precede de obicei formarea ‘ascelor sau celulele vegetative diploide 
se pot transforma direct în asce. Numai rareori autogamia precede formarea 
“‘ascei. Sporii sînt sferici spre elipsoidali. În fiecare ască se diferențiază 1—4 


ascospori care sînt rapid eliberați din ască si tind să aglutineze. 


(rareori —): şi rareori (uşor) maltoza şi trehaloza. Asimilcază compusii de 
carbon din glucoză, galactoză, L-sorboza (sau —), zaharoză, maltoză (sau —), 
celobioză, trahaloză, lactoză, etanol, glicerol, ribitol (sau SEA D-manitol, 
D-glucitol, rafinoza (rareori —), melezitoza, inulina (sau —), D-xiloza (sau —), 

+ _a-metil-D-glucozidă (sau —), acidul DL-lactic (sau —), acidul succinic, 
Este rezistentă la cicloheximida (Van der Walt, 1970). 


: 
| 
| 
i 
Fermentează glucoza, galactoza, zaharoza (rareori —), lactoza, rafinoza 


121. LODDEROMYCES VAN DER WALT : 


Genul Lodderomyces cuprinde o singură specie — L. elongisporus- | 
| Lodderomyces elongisporus (Recea şi Mrak) Van der Walt. Celulele . de 
L. elongisporus, crescute pe extract de malf, timp. de 3 zile, la 28°C, -sînt 
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elipsoidale. spre cilindrice, ocazional alungite, cu dimensiuni de 2,5—6 x 4,0— 

— 935 pm, singure, (izolate), în perechi si ocazional formează lanţuri scurte 
sau mici ciorchini. Se poate diferenţia și pseudomiceliu. Cultura este buti- 
roasă, de culoare crem spre crem-gri, lucioasă, de obicei plată, catifelată, 
netedă pînă la verucoasă si încreţită în centru. Marginea este întreagă. După 
menţinerea la temperatura camerei, timp de o lună, cultura este alb-crem 
spre crem, lucioasă, catifelată, incretita spre rugoasă în centru. Marginea 
poate fi întreagă sau mărginită de pseudomuceliu. Pe mediu ce conţine făină 
de porumb se formează un psaudomiceliu bogat, care poate fi ramificat, 
iar blastosporii pot fi grupaţi în ciorchini sau în ciorchini ramificati, dispuși 
în lungul celulelor pseudomiceliului. Celulele diploide: vegetative se trans- 
formă ‘direct in asce, care contin unul sau ocazional doi ascospori. Este o 
specie homotalică. Fermentează. glucoza (lent), galactoza (slab sau —), tre-. 
haloza (lent) si poate fermenta lent si slab (sau —) zaharoza și maltoza. 
Asimilează glucoza, galactoza,’ L-sorboza, zaharoza, maltoza, trehaloza, 
melezitoza, D-xiloza (ocazional lent), etanolul, glicerolul, ribitolul, D-mani- 
tolul, D-glucitolul, a-metil-D-glucozidul, acizii succinic și citric. Crește la 
37°C şi este rezistentă la ciclohexamidă (Van der Walt, 1970). 


1.2.8. METSCHNICOWIA KAMIENGKI 


In aid) Metschnicowia sînt încadrate 5 specii: M. bicuspida, M. krissii’ 
M. pulcherrima, P. reukaufii, M. zobellii. M. bicuspida a fost desemnată, ca 
specie tip a genului. rt 


12. 8.1.  METSCHNICOWIA BICUSPIDA ME ESES RONEN KAMIENSKI 


În cadrul speciei M. puspita au fost descrise patru varietăţi : M. bi- 
cuspinda var. bicuspida ; M. bicuspida var. austrialis Fell si Hunter; M. bi- 
cuspida var. californica Pitt si Miller ; M. bicuspida var. chathamia Fell şi Pitt. 


Metsehnicowia esate var bieuspida. Celulele crescute pe extract 
de malt, timp de 3 zile, la 29°C. sînt elipsoidale sau cilindrice, cu dimensiuni 
de 3—8:x3—13 um. La unele tulpini celulele sînt globulare cu dimensiuni 
de 5—8 um sau alungite (25—35 um). Se reproduc prin înmugurire multi- 
polară. După o lună se întîlnesc celule globulare mari, cu dimensiuni de 
2—10 p, refractile si conținînd globule lipidice. E 


Coloniile în cultură sînt de culoare crem, cu „suprafața catifelată sau la 
unele tulpini. spiralon coloniei este rugoasă, cu marginea întreagă sau cre- 
nelată, i 

_ Pe mediu ce conține făină au porumb se formează un eh domiia ru- 
dimentar. Ascele sînt, în general, clavate dar se întîlnesc si forme mai puțin 
regulate, avînd. dimensiuni de 3—7 x 15—45 um, iar pe medii mai diluate 
ajung pina la 60 um. În fiecare ască se formează doi ascopori, frecvent un 
ascospor, acicular, cu dimensiuni de 0,7—1,1 x15—50 p,. 

Tulpinile celor patru varietăţi sînt morfologic şi fiziologic destul de 
similare. “Varietatea bicuspidă este in general homotalică, ‘desi pot rezulta 
și haploizi heterotalici (Wickerham, 1964), aparent printr-un mecanism pa” 
rasexual (Pitt si Miller, 1970). Aceşti haploizi sînt capabili să se hibridizeze 
cu celelalte varietăţi heterotalice, rezultind hibrizi care însă sporulează rar: 
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Unele tulpini ale varietăţii bicuspida, definite ca M. Kamienski, cresc la ~ 
temperaturi mai scăzute, în timp ce majoritatea tulpinilor pot creşte. la 
30, SAG ee | E aia Doe bei E Wy d ae 

 Fermentează glucoza si nu fermenteaza galactoza, zaharoza, maltoza, ~ 
_trehaloza, lactoza, rafinoza. Asimilează glucoza, galactoza, L-sorboza, zaha- 
roza, maltoza, celobioza, trehaloza, D-riboza (uşor sau —), etanolul, (sau) — 
` glicerolul (sau —), melezitoza (sau slab), D-xiloza (sau slab), D-man:tolul, 
‘D-glucitolul, salicinul (sau slab), acidul succinic (sau slab sau —). Tiamina 
stimulează creşterea. . Tolerează NaCl în concentraţie de 10—16% (w/v) si 
glucoza 40 —45%: (w/v). Temperatura maximă de creştere este de 27.,.34°C. 

Celelalte varietăţi se deosebesc de M. bicuspida ‘var bicuspida prin urmă- 
toarele proprietăţi. : rai iTr er MIRE en Sia N Sit. 

— M. bicuspida var. australis nu fermenteaza glucoza si asimileaza ribi- 
"i tolui (+ sawslab); 1 - A E oP i at ey Ns 

— M. bicuspida vay. ‘californica as'mileaza a-mcetil-D-glucoz' da şi glu- ~ 
„cano-S-actona ; ti ii T iz pt 
| + M. bicuspida var. ‘chathamia asimilează a-metil-D-glucozida (Miller 
“şi Van Uden, 1970). . j ee: 


1.2.9. PICHIA HANSEN 


Klécker (1912) a desemnat ca specie tip specia. Pichia membrana- 
efaciens. `. PL At em Saad EA E a E a AA 
- Vor fi descrise speciile E. membranoefaciens, P. pastoris, P. pinus, P. tre- 
halophila. wits | | SA ' | 


1291. PICHIA MEMBRANAEFACIENS HANSEN 


Celulele de P. membranoefaciens crescute pe extract: de malt timp de două 
zile la 25°C sînt ovale, aproape ovale, alungit-ovale sau cilindrice, cu dimen- 
“siuni de 2—5,5 x4,5—20 pm, singure, în perechi sau în lanţuri. Cultura-cste 
catifelată sau zbîrcită. După o lună de menţinere la 17°C cultura are acelaşi: 
aspect. Prin insimintarea pe malt, la 95°C, după două zile, celulele sînt ovale, 
alungit-ovale sau cilindrice, cu dimensiuni de 2—4,5X 5.—20 um şi-şi conservă 
aspectul. După o lună; la 17°C, cultura este alb-gălbuie spre: maro-gălhui, 
moale, catifelată, parţial sau total zpîrcită. Însămînţată pe mediu ce co- 
tine făină de cartof şi porumb celulele formează pseudomiceliu bine dezvoltat, 
cu aspect de copac. În acelaşi timp, poate fi foarte redus sau este absent. 

Conjugarea poate avea loc între celule de tip opus de împerechere sau 
între celule. de același tip. Sporii sînt sferici sau hemisfcrici, de dimensiuni 
variabile. În fiecare ască se diferenţiază 1—4 aseospori, care se eliberează . 
relativ ușor. Prezenţa unui număr mare de spori dă culturii o. culoare maro. 

Fermentează glucoza (foarte ușor sau deloc) şi asimilează glucoza, sor- 
boza (sau—), etanolul, glicerolul (sau—), D-xiloza (sau—), acidul D—L lactic 
(sau—), acidul succinic (sau—), acidul citric (sau—),. Crește la 37°C. (Kreger - 
Van Rij, 1970). —. os al | bă PA 


1.2.9.2. PICHIA PASTORIS (GUILLIERMOND) PHAFF 
‘Crescute pe extract de malt, timp de 2 zile, celulele sint sferice pina la 
uşor ovale, izolate sau dispuse in pereche, cu dimensiuni de 2,5—5 x 3,2 


“6 um. Celulele ovale pot măsura 5:x6,5 um. După menținerea timp de 3 zile 
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la 25°C celulele sînt mici (2—4x2,2—5,3- um) si ovale; dar se intilnesc şi 
celule mai mari, ovale (5x6;5 um). După o lună PAN a cultura devine At « 
moale, catifelată si lucioasă. 


Conjugarea între celula-mamă si mugurele său poate preceda formarea 
ascei. În fiecare ască se formează Y spori, în formă de pălărie care se eli- 
bercază uşor. Prezența multor spori dA culturii culoarea maro. . 

Fermentează glucoza și as milează glucoza, trchaloza, “L-ramnoza, eta- 
nolul, sliccrolul, D- -man tolul, D-gluc tolul, acidul succi nic si-acidul DL- lactic 
“(sau nu), Crește la 37°C (Kreger Van Rij, 1970). 


1.2.9.3. PICHIA PINUS (HOLST) PHAFE 


Celulele crescute pe extract de malt timp de două zile la 25°C sint sfc-_ 
rice sau ovale cu dimensiuni de 2— 6x3—7, 5 um, singure sau in pereche. 
Astrate o lună la 37°C, cultura devine maro-galbena spre alb-gălbui, moale, 
catifelată, mucoasă sau uscată, lucioasă si plată. Pseudomiceliul se formeaza 
numai la cîteva tulpini cultivate pe mediu ce conține făină de porumb. 

Conjugarea între cclula-mamă si mugurele său precede formarea ascclor. 
Ascele se. pot diferenţia si în absenţa conjugării. Se formează 2—4 spori/ 
ască sub formă de pălărie. Prezenţa multor spori da culturii o tentă rosie. 

Fermenteaza glucoza (sau-) si trehaloza (sau-) si as:m leoză glucoza, 
L-sorboza’ (sau-), celobioza, trehaloza, D-xiloza (sau-), 1 dea (sau-), 
D-arabinoza (sau-), D-riboza (sau-), L-ramnoza (sau-), etanolul (sau-), glice- 
rolul (sau-), eritritolul, D-man‘tolul, D-glueitolul,. acidul suce nie (sau-), 
acidul citric (+ sau’ -). | L, | 


Cresc la 37°C (sau: —) (Kreger Van Ril 1970). : 


1.2.9.4. PICHIA TREHALOPHILA PHAF F, MILLER SI SPENCER 


Celulele crescute pe extract de malț la 25°C, timp de 2 Aiel sint sferice 
sau uşor ovale, cu dimensiuni de 2,5—6,5x3— 8 um, singure (izolate) sau 
dispuse în perechi sau în: ctorehini. După 3 zile dimensiunile sînt de 3,2— 
7,5 x4,2—8 um. Prin menținerea timp de o lună la 17°C, cultura devine maro- 
gălbuie, moale, catifelată si lucioasă. : 

Conjugarea între celula-mama și mugure sau conjugarea isogamică poate 
„precede formarea ascei. În fiecare ască se diferenţiază 1—4 spori, care sint 
eliberați foarte uşor. Prezenţa unui număr mare de spori dă culturii o tentă 
rosie. - | 

Fermentează glucoza şi sich Uz aul slab) si ` asimilaeză glucoza, D- 
riboza, L-sorboza, trehaloza, D-xiloza, L- arabinoza, etanolul, gli cepolul, 
: eritritolul, ribitolul, D-manitolul, D-glucitolul, acidul succinic, acidul citric 
rege Van Rij, 1970). 


| 
1.2.10. WINGEA VAS, DER SARL 


Wingea robertsii. van iii? Walt. AP PAVE a fost desemnată ca- 
Specie tip pentru genul Wingea. 

Crescute pe extract de malt timp de 3 zile la 28°C celulele sint sferoidale 
‘pind la el, »pso! genes: dispuse singure, în perechi şi ocazional în ciorchini, cu 
dimens‘uni dene 2,5 —7,5 x3,0—8,0 um. Se. pot intilni și celule de wal ay 
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mai mari (10 x10 um). Cultura este butiroasa, colorata crem, relativ plată, i 
moale, netedă. Marginea coloniei poate fi întreagă, ondulată sau puţin lo- 


“bată. După menţinerea timp de o luna la temperatura camere! cultura devine 


- “crem spre crem-maroniu, ocazional cu’ sectoare maro-deschis spre maro- 
ciocolatiu în perioada sporulării active. Ocazional" prezintă striatiuni trans- 
„versalc. Autogamia precede formarea ascei şi numai rar diferenţierea. ascei 
este precedată de conjugarea celulelor independente. Fiecare ască conține | 
1—4. ascospori. . Ascosporii sînt clipsoidali sau lentiformi, galbeni-maro, | 
glabri si conțin globule lipidice.. be bets pi 
Fermenteaza glucoza, zaharoza, “maltoza, trehaloza, rafinoza (1/3), | 
a-metil-D-glucozidul şi asimilează glucoza, galactoza, L-sorboza, zaharoza | 
maltoza, celobioza, trehaloza, lactoza, rafinoza, melezitoza, D-riboza (slab, © 
sau’ —), L-ramnoza, ctanolul, glicerolul, eritritolul, ribitolul, D-manitolul, © 
- D-glucitolul, a-metil-D-glucozidul, D-xiloza, L-arabinoza, acizii succinic $i ~ 
citric, (Van der Walt, 1970).. | 


B DROJDII ASPOROGENE (IMPERFECTE) 
1.2.11. GENUL, CANDIDA BERKHOUT j: 


„Genul Candida cuprinde peste 80 de. specii (van Uden şi Buckley, 1970) | 
- dintre carc 18 specii: C. albicans, C. arborea, C. boidinii, C. cariosilgnicela, | 
C. cloacae, C. dulcherina, C- guilliermiondii, C. intermedia, C. lipolytica (Sac-— 
charomycopsis lipolytica), C- maltosa, EG. melanolica, C. mefanophilum, C. pa- 
rapsilosis,. C. ` pelliculosa, C.. robusta, C. rugosa, C. silvicola, C. succifila, 
. C. tropicalis, C. utilis, C. zeylanoides, se utilizează în industria de sinteză a: 
proteinelor şi aminoacizilor. .. i A 
Speciile genului Candida se prezintă sub formă de celule sferice, ovale, 
„cilindrice. Se înmulțesc prin înmugurire multipolară. Cele mai multe specii, 
„şi tulpini formează pseudomicelii, care frecvent se diferenţiază în pseudohife, 
si blastospori. Se pot forma si clamidospori. Dintre -speciile de Candida ‘care; 
“se utilizează în industria de. biosinteză a proteinelor vom descrie speciile +) 
C. albicans, C. boidinii, C. guilliermondii, C. intermedia, C. lipolytica, C. para- 
psilopsis, C. rugosa, C. tropicalis, C. ulilis, C. zeylanoides (Van Uden si Buckley, 
1970) (fig. 3). | j 


1 Jana. CANDIDA ALBICANS (ROBIN) BERKHOUT 


 Cultivată pe mediu de glucoză (2%), extract de drojdie (1%), peptonă 
(2%) şi menţinută timp de:3 zile la 95°C, C. albicans prezintă celule globulare 
sau ovale şi mai rar alungite, cu dimensiunile de 3,5—6 ~6—10 um. ` 
Dupa o luna de la formarea coloniilor, acestea sint crem, strălucitoare; 
moi $i netede, uşor catifelate. Coloniile mai’ bătrine pot deveni moi, dure Și 
pot prezenta o suprafaţă zbircită sau inctetita, uneori cu proiecţii păroase; 
-Ca o caracteristică particulară, tulpinile recent izolate formează pseudomi: 
„celiu bine diferențiat. La acecaşi tulpină se pot intilni mai multe tipuri de 
pseudomicelii. Pseudomiceliile formate pe tulpinile izolate recent poartă cior 
chini de blastospori. Terminal sau în poziţii intercalate se întîlnesc celule 
mari cu pereţi subțiri, rotunde sau sub formă de pară sau. sticlă, care se pol 
transforma în clamidospori. Pseudomiceliile ce. se formează pe coloniili 
bătriîne pot deveni goale. La C. albicans se intilneste și miceliu adevărat 


\ 
42 


Fig. 3, Ultrastructura şi inmugurirea celulei de Candida robusta C38: 
= C — citoplasmă; Cm — cicatrice mugurală ; Cr — cromatină ; În — inve- 
lişul nuclear; ML — mitocondric; N — nucleu; Pe — perete celular; `. 
pin — porii învelișului nuclear; RE — reticul endoplasmic; V — vacuolă. 


Fermentează glucoza, galactoza (frecvent, slab sau latent), maltoza, 
trehaloza (sau slab sau deloc) și asimilează glucoza, galactoza, L-sorboza 
(sau —), zaharoza, maltoza, trehaloza, melezitoza (sau —), D-xiloza. Poate 
asimila sau nu ctanolul, glicerolul, ribitolul, D-glucitolul, DL-acidul lactic, 
acidul salicilic, acidul citric, L-arabinoza. Tolerează concentrații de NaCl 
8—12%, (w/v) şi creşte la temperatură maximă de 43...46°C (Van Uden și 
Buckley, 1970). . | Te dai 


1.21.2. CANDIDA BOIDINIL RAMIREZ 


Crescute pe mediu cu glocoză (2%), extract de drojdie (1%), peptona 
(2%), timp de 3 zile la 25*C, celulele sînt oval-alungite pind la cilindrice și 
destul de des curbate, cu dimensiuni de 1,5—3,5 x7—12 um. După menţi- 
nerea timp de o lunălla 25°C, coloniile (cultura) sînt colorate în gaJben-crem, 
umede, moi, delicate și incretite. Cultivată pe mediu ce conţine făină de po- 
rumb formează pseudomicelii care constau din pseudohife scurte, cele mai 
multe fiind subțiri si fragile, dispuse în lanţuri ramificate, care conferă as- 
pectul unui copac. Pseudohifele sînt aranjate vertical și poartă blastospori 
ovali. ` y i 4 ie “d A | Bi: | 5 | 
Fermentează numai glucoza si asimilează glucoza, D-riboza, etanolul, 
D-xiloza, L-arabinoza (sau —), glicerolul, critritolul, ribitolul, D-manitolul, 


t z 


. 
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-Dglucitolul, acidul DL-lactic. Asimilează KNO,, iar biotina stimulează cres- 
terea. T olerează NaCl în concentraţie de 7—10% (w/v). Temperatura maxima 
de créstere este de 34v. 36°C (Van Uden, si Buckley, 1970). Oa 


“12413. CANDIDA GUILLIERMONDII CASTELLANI, LANGERON ȘI GUERRA 


“Au fost identif.cate două varietăţi: C. guilliermondii var.. guilliermondii 
şi C. guilliermondii var carpophila (Phaff şi Miller). SRNA (25 i 
'Crescute pe mediu ce confine glucoza (2%), extract de drojdie (1%) si 


peptona (2%), timp de 3 zile la 25°C, celulele sînt ovoide (2—4,5 X2,5—7 pm) 
-şi pot să apară si celule mai mici, cilindrice. După 0 lună de menţinere la 25°C, 
“coloniile (cultura) sînt colorate în galben-crem, moi, strălucitoare şi netede 
sau înereţite; Pe mediu cu făină de porumb se formează pseudomiceliu. Cind. 
este bine dezvoltat pseudomiceliul este format din pseudohife subtiri, curbate, 
‘ee poartă lanţuri ramificate de blastospori ovoizi. sau stalagmoizi “dispuși în 
poziţii mai mult sau mai putin verticilate. = | 

Fermenteaza glucoza; galactoza, zaharoza, trehaloza, melibioza, rafi- 
noza, inulina si nu fermentează maltoza, celobioza, lactoza și melizitoza. 
‘Asimileaza glucoza, galactoza, L-sorboza, zaharoza, maltoza, celobioza, tre- 
haloza, melibioza, rafinoza, D-riboza (sau —), De-xiloza, L şi D-arabinoza, 
inulina, L-ramnoza (sau —), melezitoza, etanolul (sau =), glicerolul, ribito- 
lul, galactitolul, D-manitolul, acidul DL-lactic (sau, —), acidul succinic (sau —), 
D-glucitolul si acidul citric (sau aA)’ = | | ra Mu 

C. guilliermondii var carpophila se deosebeşte prin aceea că nu. fermen- | 
tează inulina şi nu asimilează melezitoza, -ramnoza si galactitolul (Van Uden | 
si Buckley, 1970). | y 


1211.4. CANDIDA INTERMEDIA (CIFERRI, ASHFORD) LANGERON ȘI GUERRA 


Crescute pe mediu cu glucoză (2%); extract de drojdie (1%) si peptona 
(2%), dupa 3 zile la 25°C, celulele sînt ovoide (2,5—5 x4,5—8 um) şi de obi- | 
cei formează lanţuri. Sint întâlnite si celule cilindrice.. După: menţinerea timp 
„de o luna la temperatura camerei, la 25°C, cultura (coloniile) este colorata 
"în crem, moale, netedă sau ușor incretita. Pseudomiceliul care se formează 
pe mediu cu făină de porumb constă din pseudohife scurte, aranjate în ma- | 
niera unui copac, ce poartă blastospori ovoizi. 

à Fermentează glucoza, galactoza, zaharoza, maltoza (sau slab), trehaloza 
(sau slab sau —), rafinoza (sau slab), melezitoza (slab) si asimileaza glucoza, 
galactoza, L-sorboza, zaharoza, maltoza, celobioza, trehaloza, lactoza, ra- 
finoza, D-xiloza, T-arabinoza, melizitoza, L-ramnoza (sau =), etanolul. 
(sau —), D-manitolul, D-glucitolul, acizii succinic si citric (sau slab). Biotina 
stimulează creşterea. Celulele de L. intermedia tolerează concentraţii de 9—. 
11% NaCl. Temperatura maximă de creştere este 34. 37C (Van Uden şi 
Buckley, 1970). _ ; Fad tas j 


| 


12.413: CANDIDA LIPOLYTICA (HARRISON) DIDDENS ȘI LODDER 


„_ înv cazul speciei C. .lipolylica au. fost descrise două varietăţi : Om lipoly- | 
fica var lipolytica ṣi C. lipolylica var deformans (Zach) Van Uden şi Buckley. | 
œ. C. lipolytica var lipolytica crescuta pe mediu de glucoză (2%), extract de 
~ drojdie (1%) și peptonă (2%) la 95°C, timp de 3 zile, prezintă celule ovoide 
‘on dimensiuni 3—5 x5—11 pm, 20 um lungime, pina Ja cilindrice. Crescute 
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pe glucoză (2%), extract de drojdie (1%) si peptonă (2%) timp de o lună 
la 25°C, coloniile au o culoare crem, iar unele tulpini sînt zbircite, aparent 
umede si cu aspect mucoid. Se întîlnesc si colonii incretite mai puternic, 
Se formează pscudomiccelii şi micelii adevărate. Pe hife sau pseudohife, ter- 
minal sau pleural (uneori în poziţii .verticilate), se diferențiază blastosporii 
dispuşi singuri sau în pereche. Asilimcază glucoza, L-sorboza (sau slab sau,—), 
etanolul, glicerolul, eritrolul, D-manitolul. (sau slab) și acizii DL-lactic, suc- 
cinic (sau slab), citric. Nu are capacitate fermentativă. Tiamina stimulează 


creşterea. Tolerează concentraţia de NaCl 10—14% (w/v) şi creşte la 33... — 


37°C. În afară de gluc'dele pe care lc asimilează var lipolylice, var deformans 
mai asimilează în plus celobioza și salcinul. Temperatura maximă de cres- 
tere este de 29...32°C (Van Uden. și Buckley, 1970). . 


\ 


1.2.11.6. CANDIDA PARAPSILOPSIS (ASHFORD) LANGERON ȘI TALICE 


După cultivare pe mediu de glucoză (2%), extract de drojdie (1%), 
peptonă (2%), timp de 3 zile la 25°C, celulele sînt ovoide sau alungit-ovoide 
cu dimensiunile de 2,5—4x2,5x9 um. Coloniile sînt crem spre gălbui, lu- 
cioase, moi, majoritatea. fiind catifelate sau total sau parţial zbircite. Pseu- 
domiceliul este: subţire şi foarte ramificat si diferenţiază verticele cu cîțiva 
blastospori. Se întîlnesc- si pseudomicelii formate din celule curbate, gigante. 

Fermentează glucoza si ușor sau deloc galactoza și asimilează glucoza, 
galactoza, L-sorboza’ (sau slab),.-zaharoza, maltoza, trehaloza, melezitoza, 
C-xiloza, L-arabinoza (sau —), D-riboza (sau-slab sau —), etanolul, glicero- 
lul, ribitolul, D-manitolul, D-glucitolul, acizii DL-lactic, succinic şi citric 
(sau slab sau —). Biotina stimulează creșterea. și tolerează NaCl in. concen- 
tratie de 8—17% (w/v). Temperatura maximă. de creștere este de 39.. .43C > 
(Van Uden si Buckley, 1970). 


1.2.1.7. CANDIDA RUGOSA (ANDERSON) DIDDENS ȘI LODDER 


Celulele cultivate pe mediu ce conţine glucoza (2%), extract de drojdie 
(1%) si peptonă (2%), timp de 3 zile la 25°C, sînt ovale spre alungite, uneori 


în formă de cîrnat sau curbate, eu dimensiuni de 2,5—4x7—15 pm. După 


menţinerea coloniilor la 25*C timp. de o lună, colonifle au culoarea de la alb 
murdar la galben gri, cu aspect zbircit. Se întîlnesc și tulpini care formează 
colonii -catifelate si cu aspect lucios. Se formează un pseudomiceliu foarte 


ramificat. Se pot forma si blastospori. Asimilează glucoza, galactoza, D-xi-: 


loza, L-arabinoza, etanolul, L-sorboza, glicerolul, D-manitolul, D-glucitolul, 
DL-acidul lactic, acidul citric şi acidul succinic (ultimele 7 substanţe pot fi 
asimilate în totalitate sau partial). - : 


Creşterea tuturor tulpinilor este stimulată de biotină, iar cele mai multe 
şi de piridoxină şi tiamină. Tolereazi NaCl în concentraţie de 4—14% (w/v) 
‘si creşte la temperatura maximă de 37...43°C. 


1.2.11.8 CANDIDA TROPICALIS (CAST.) BERKHOUT 


C. tropicalis este specia reprezentativă a genului ‘Candida. După 3 zile 
de creștere pe mediu cu glucoză (2%), extract de drojdie (1%) şi peptonă 
(2%) la 25°C, celulele sînt ovoide si uneori globuloase, cu dimensiuni de 4— 
8x5—11 um. Prin cultivarea timp de o lună la 25°C, coloniile sînt de cu- 
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loare crem, moi si catifelate, reticulate şi zbircite. Tulpinile batrine pot de 
veni dure. Se formează din abundență psuedomicclii constituite din pseudo- 
hife, care poartă blastoconidii si blastospori dispuşi în lanțuri ramificate sau 
„simple. Se pot întîlni si micelii adevărate (Van Uden şi Buckley 1970). | 

- Rermentează. glucoza, galactoza, zaharoza, maltoza, melezitoza (sau slab), 
trehaloza (sau slab), asimilează glucoza, galactoza, L-sorboza, zaharoza, mal- 
toza, celobioza, trehaloza, D-xiloza, sliccrolul, D-manitolul, D-glicitolul şi 
acizii DL-lactic, succinic și citric. Tolercazd concentrația de NaCl de 11 —13% 
(w/v). Temperatura maxima de crestere este. de 41.. .44°C. AP 


-12.11.9. CANDIDA UTILIS (HENNEBERG) LODDER ŞI KREGER VAN RU i 


Crescute pe mediu cu glucoză (2%), extract de drojdie (1%) si peptona 
(2%) timp de 3 zile la 25°C, celulele sînt ovoide pînă la cilindrice și cu dimen- 
siuni cuprinse între 3,5—4,5 x7—13 um. Crescute pe mediu cu glucoză (2%) 
extract de drojdie (1%), peptonă (2%) timp de o lună la 25*C, coloniile de 
la majoritatea tulpinilor au culoarea gri spre crem, sînt lucioase, moi, cati- 
felate. Culturile obţinute pe mediu de făină de porumb formează un pseudo- 

„miceliu primitiv, constituit din lanţuri si ramificații de pseudohife scurte $1 
“celule ovale. | Mea ; aa AeA 
Fermentează glucoza, zaharoza si rafinoza şi asimilează carbonul din 
glucoză, maltoza, zaharoză, celobioză, trehaloză (sau slab), rafinoză; ‘mele- 
- zitoză, inulină, D-xiloză (sau slab), etanol. (sau slab), glicerol, D-manitol 
(sau slab sau —) si din acizii DL-lactic, suecinic (sau slab) şi citric: Cele mai 
multe tulpini sînt stimulate de tiamină, dar sînt şi tulpini independente de 
vitamine. Tolercază concentraţii de NaCl de 6—8% (w/v) şi cresc la tempera- 
tura: maximă de 39...43°C. | | Ra Dia e teii | 

C. utilis este utilizată frecvent în producerea drojdiilor alimentare şi 

furajere. Prezintă avantajele că poate folosi pentozele ca sursă de carbon Și 
- energie si este lipsită de exigente foarte stricte ca sursă de azot. 

C. utilis este utilizată, în fabricile de drojdie furajeră şi. alimentară di 
S.U.A., fosta. U.R.S.S., Germania, Canada, România etc. Uneori ‘se cultivă 
cu C. tropicalis în proporții diferite, in funcție de glucidele prezente in mediul 
de cultura. C. utilis şi Saceh. cerevisiae reprezintă şi o sursă valoroasă de lipide 

„similare cu grăsimile vegetale si animale folosite în hrana omului. 


121140. CANDIDA ZEYLANOIDES (CASTELLANI) LANGERON ŞI GUERRA 


Cultivate pe mediu cu glucoză (2%), extract de drojdie (1%) si pepton 

' (2%) timp de 3 zile la 25°C, celulele sînt ovale sau alungit-ovale si au dimen 
siuni cuprinse între 1,5—5,0 x4,0—10,0 um. După mentinerea timp de 
lună la 25°C, coloniile sînt de culoare crem spre galben, moi, catifelate 
Uşor zbircite. Pe mediu de făină de porumb. formează pseudomiceliu con 
„stituit din lanţuri ramificate de pseudohife. Lateral sau vertical se dife 
rentiaza lanțuri de blastospori. ea | “ees ct 
Asimilează glucoza, galactoza, L-sorboza, etanolul, trehaloza glicerolu 
„ribitotul, D-manitolul, D-glucitolul, acizii DL-lactic şi citric. Tolerează co! 
_centraţii de NaCl de 11—13% şi crește la temperatura maximă de 32... „348 
(Van. Uden si Buckley, 1970). ? fa 


X, 
CA T ai 
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1.2.12. CRYPTOCOCCUS KUTZING EMEND. PHAFF SPENCER 


Ca specie tip a acestui gen a fost stabilită Cryptococcus neoformans (Lod- 
der si Kreger-van. Rij, 1952), Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin. . 

Crytococeus- neoformans (Sanfelice) Vuillemin. Crescute pe extract de. 
malt, timp de 3 zile; celulele sint in general sferice sau globuloase, singure 
(izolate) sau dispuse în pereche şi mai rar în grupuri mici. La unele tulpini 
celulele au dimensiuni de 3,5—7,0 x3,7—7,9 um, în timp ec celulele altor 
tulpini sînt mai mici, măsurînd 3,0—5,2 x3,3—5,5 um. Celulele crescute timp 
de 3—5 zile sînt globuloase pînă la sferice, cu diametrul de 2,5—7,5 um. 
După menţinerea la temperatura camerei cultura are culoarea crem, uşor roz 
sau maro-gălbui, iar coloniile sînt lucioase și catifelate. Nu formează pseudo- 
micelii, - i hora hy" S i : 
Asimilează glucoza, galactoza, L-sorboza (sau —), zaharoza, ‘maltoza, 
celobioza (ocazional usor), trehaloza, rafinoza (ocazional ușor), melezitoza, 
D-xiloza, L-arabinoza (uneori uşor sau nu o asimilează), D-arabinoza (uneori — 
lent). Creşte la 37°C (Phaff si Fell, 1970). 


= 


1.2.13, KLOECKERA JANKE 


În genul Kloeckera sînt incluse patru specii $i două varietăți: K. afri- . 
„cana, K. apiculata, K. corticis, K. javanica, K. Javanica var javanica, K. ja- 
 vanica var lafarii. aay fe 

K. apiculata a fost descrisă ca specie tip a genului. | 

Klocekera apiculata (Reess Emend. Klocker) Janke. Cultivate pe extract 
de malt timp de 3 zile la 25°C, 'celulelele au forma unei lămii ovale sau alun- 
gite, singure (izolate), în perechi sau ocazional în grupuri de 3—4. Dimen- 
Siunile sînt de 14-83 x 2,6—12,2 pm. Se reproduce, prin înmugurire bipo- 
lară pe o bază relativ largă. . N 

 Însămînţate pe malt și păstrate la temperatura camerei timp de o lună, 

majoritatea tulpinilor sînt gri, dar se întîlnesc şi tulpini de culoare gălbui - 
spre crem. Coloniile sînt de -obicei catifelate, lucioase, cu marginea întreagă 
pina la neregulată. Majoritatea tulpinilor au o regiune centrală joasă și fine 
Striatii radiale şi se întîlnesc si tulpini a căror colonii prezintă o suprafaţă 
ușor mai grosolană şi ocazional se observă cratere mici. 

n mod obișnuit, pseudomiceliul este absent, dar sint şi tulpini care dez- 
volta un pseudomiceliu primitiv, rămuros cu aspect de copac. 


Fermenteaza glucoza și asimilează glucoza şi celobioza. Tiamina, niacina, 
„acidul pantotenic, piridoxina, botina si inositolul stimulează creșterea (Phaff, 


ti . 


1.2.14. RHODOTORULA HARRISON: 


Speciile genului Rhodolorula prezintă celule sferice, ovoidale sau clon- 
gate si se reproduc prin înmugurire multipolară. Ocazional tulpini ce aparțin 
diverselor specii pot forma clamidospori asemănători cu celulcle si/sau pseudo 
Sau hife adevărate de lungimi diferite. Culturile tinere sintetizează pigmenți 
carotenoizi roșii şi/sau galbeni. Drojdiile din genul Rhodolorula sînt larg răs- 
pindite in natura,.fiind intilnite pe fructe, în must si în sucurile de fructe. 
Genul Rhodotorula cuprinde 9 specii si 4 varietăţi: R. aurantiaca, R. gluti- 
E R. graminis, R. lactosa, R. marina, R. minuta, R. pallida, R. pilimanoe, 

- rubra, ye 
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(1928) ca specie tip a genului Rhodotorula. 


Rhodotorula glutinis (Fres.) Harrison. A fost desemnata de Harriso 


Rhodotorula glutinis var. glutinis. Celulele crescute pe extract de, malt 
timp de 3 zile la 23°C sint ovoidale sau globulare, cu dimensiuni de 2,3—9,0 X 
x4,0—10 pm. La unele tulpini se întîlnesc şi celule mai alungite, cu lungimea 
de 12—16 um. După o lună coloniile devin roz spre portocaliu. Suprafaţa 
“coloniei sau culturii variază de la catifelat, adesea cu striatii fine transi 
versale; pînă la zbire.ta si cu aspectul foarte. lucios sau semilucios. Textură 
variază de la mucoasă pind la ușor dură; Secţiunea cste plată spre larg-con- 
vex cu marginea neregulată spre întreagă. Uneori, se diferențiază un pseu- 
domiceliu. — | d Dă aci RA PER CI + 

În culturile crescute pe mediu cu făină de porumb, în general, pseudo 
miccliul lipseşte sau este rudimentar. În ocazii rare se pot forma pseudohife 
"bine dezvoltate sau hife adevărate. Uneori, unele tulpini produc clamidosport 
` mari, pigmentati puternic. N în Pa eat E te ESFY | | 

Asimilează glucoza, galactoza (uneori ușor sau —), L-sorboza (sau —) 
zaharoza, maltoza, cclob'oza (ocazional —), trehaloza, rafinoza (rar =) 
‘melizitoza, -D-xiloza (sau ușor), D-riboza (sau —), L-ramnoza (sau —), cta- 
‘nolul (rar —), gliccrolul (rar —), ribitolul (rar. —), D-manitolul (rar =) 
"D-glucitolul (rar —), a-metil-D-glucozid (rar. —), DL-acid lactic (uşor sau —), 
acidul ‘succinic, acidul citric (sau —), L-a:abinoza (sau —), D-arabinoz 
“(sau —). Temperatura maximă de creștere 29...39°C. | MI, SERI? 

Rhodotorula glutinis var. dairenensis. Varietatea dairenensis este similară 
" varietăţii glutinis, cu deosebire că var dairenensis asimilează nitritul (uşor 
sau moderat), iar nitratul este utilizat foarte slab. Pentru creștere este necesară 
' timina. Celulele crescute pe extract de malt au dimensiunile de 2,5 —5,0 x3,5 = 
5,2 um (Phaff şi D. G. Ahearn, 1970). i Sk SR 


Li 


| 1.2.15. TORULOPSIS BERLESE 


„Celulele sînt globulare: sau ovale și mult mai’rar_alung:te. Se reprodu 
prin înmugurire multipolară. Pscudomiceliile sînt rudimentare sau absente 
Genul Torulopsis cuprinde 36 de specii, din care 8 sînt folosite în intreprin 
derile de sinteză proteică (T. glopengiesseri, P. metanolovescens,. T. molischiand 
T. nemodendra; P. nitrătophila,. P. pinus, P.. ratilis, P. sonorensis). 


_1.2.15.1.. TORULOPSIS GLOPENGIESSERI (HARRISON) LODDER . 


Crescute pe mediu cu glucoză (2%), extract de. drojdie (1%) si pepton 
(2%), timp de 3 zile la 25°C, celulele sînt ovoide pina la cilindrice si au dimen 
Siunile do o 3896 x3,5—6 um. 9 on | aT? PA | 
Fermenteaza glucoza şi zaharoza și asimilează- glucoza, galactoza, celo 
bioza, rafinoza, glicerolul, D-manitolul, D-glucitolul. Biotina stimuleaz 
creșterea. Tolerează clorida’ de sodiu (5—6% w/v) şi creşte la temperatur 
maximă de.31...32C (Van Uden şi Vidal-Leiria). l ; 


1.2.15.2. TORULOPSIS MOLISCHIANA (ZIKES) LODDER 
Celulele crescute pe mediu de glucoză (2%), extract de drojdie (1%) 
peptonă (2%), timp de 3 zile la 25°C, sînt ovale pînă la aproape sferice (2 


5x3—6 um), izolate, în perechi sau scurte lanţuri. Uneori, apar si celule clo 
gate. Nu formează pseudomicelii. - 
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lermentează glucoza, celobioza si trehaloza și asimilează glucoza, 'mal- 
toza, cclobioza, trehaloza, melezitoza, D-xiloza, D si L-arabinoza, D-riboza, 
ctanolul, glicerolul, D-manitolul, D-glucitolul. Biotina, piridoxina si tiamina — 
stimulează creșterea ‘si tolerează clorida de sodiu în concentraţie de 3—4%, 


(10 [v).- Temperatura maximă de creştere este de 44...45°C. 


1.2.15.3. TORULOPSIS NITRATOPHILA SHIFRINE ȘI PHAFF. 


După 3 zile de incubare la 25°C în extract de malt, celulele de T. nitra-. 
lophila sînt ovale pînă la sferice, izolate sau dispuse în perechi şi în mici cior-: 
chini cu dimensiuni de 1,8 - 4,4 x 2,1 - 5,2 um. Pe mediu cu glucoză (2%) 
extract de drojdie (1%) si peptonă (2%), celulele sînt ovoide si de dimensiuni 
2—3,5 x2,5—5 um, aes ; 5 i 

Fermentează glucoza, trehaloza şi galactoza (uşor) si asimilează glucoza, 
galactoza,.. L-şorboza, trehaloza, D-xiloza, L-arabinoza (ușor), D-riboza, L- 
ramnoza (latent), etanolul (latent), ‘glicerolul, ribitolul, D-manitolul, D-glu- 
citolul. Tiamina stimulează creșterea. Tolereazi clorida de sodiu: 5—6% 
(w/v) şi creşte la temperatura maximă de 30...37°C (Van Uden si Vidal-- 
Leiria, 1970). - 


1.2.15.4. TORULOPSIS PINUS LODDER ŞI KREGER-VAN RIJ 


Crescute pe mediu cu glucoză (2%), extract de drojdie (1 %) şi peptona 
(2%), timp de 3 zile la 25°C, celulele sînt globuloase și au.3—4 p, . | 

Asimilează glucoza, -trehaloza, D-xiloza, D-riboza, etanolul, glicerolul, 
critritolul, ribitolul, D-manitolul, D-glucitolul, acidul citric (uşor). Tiamina 
„ stimulează creşterea.: Tolerează ,clorida de sodiu în concentraţie de 4—5% 
(w/v) şi cresc la temperatura de 29...30°C. În diferite întreprinderi de bio- 
sinteză proteică se mai folosesc : T. metanolovescens, T. nemodendra, T. ra- 


tilis, T. sonorensis (Van Uden si Vidal-Leiria, 1970). | 
| 1.2.16, TRICHOSPORON BEHREND 7. / 
1 - Z - 2 ža : 


Genul Trichosporon a fost introdus de Behrend în anul 1890 si cu- 
prinde 8 specii: T. aculeatum, T. capitatum, T. cutaneum, T. fermentans, 
T. inkin, T. penicillatum, T. pullulans, T. variabile. a as 

Trichosporon cutaneum. T. cufaneum a fost stabilită ca specie tip a genului. 

Celulele crescute pe mediu cu glucoză, extract de drojdie și peptonă di- 
ferențiază miceliu adevărat şi astrospori, a căror lățime si lungime este extrem 
de variabilă. -Celulele sint globulare, ovale, elipsoidale sau pot prezenta si . 
alte forme bizare. Mărimea lor este de 3,5—7 x3,5 X 14-um. Inmugurirea poate — 
fi abundentă sau. absentă si poate avea loc pe o bază îngustă sau largă si este: 
stimulaté de agitarea culturii. După menţinerea timp de 3 zile la 25°C, se 
formează o peliculă de culoare crem sau albă, catifelată, rugoasă sau incre- 
țită, subţire sau groasă, uneori avînd tendinţa -să se scufunde în mediu. În 
absenţa unci pelicule, uneori, se formează un inel, care poate varia de la in-. | 
„complet la unul gros, rugos. | ch: 

După o lună de menţinere la 25*C pe mediu cu glucoză, extract de drojdii, 
peptonă-agar, cultura este albă sau gălbuie spre crem închis. Arareori are o 
tentă uşor maronie. Suprafaţa este netedă, catifelată, zbîrcită, negoasă sau! 


4 — Biologia şi tehnologia drojdiilor, vol. III — Cd. 112. 49 


„dură, convexă cu marginea întreagă sau neregulată... Cultivate pe ` medii 
„cu făină de porumb agarizat formează un miceliu. abundent, iar artrospori 


- număr mare sau lipsesc. Frecvent se observă diferenţierea unui pscudomiccliu, 


mici lanţuri. Aceste celule prezintă o citoplasmă optic densă si cel puțin uncle 
- lua o forma bizară. Se pot intilni si blastospori. Sc întîlnesc și celule. gigante, 


„cartoi.. 


„tonă. Capacitatea: de a forma endospori prin clivaj protoplasmic a fost aparent 
„pierdută după cîteva transferări. Se - întîlnesc si endospori formaţi prin în- 


mata ca specie tip a genului. 


„După o lună de creştere, coloniile (cultura): sînt de culoare: crem. şi exclusiv 


au o citoplasmă optic. densă. În alte culturi miccliul- “poartă numai celule ter- 


lactoza, melibioza (sau —), rafinoza (sau —), melizitoza (sau —), D-xiloza, | 


încreţită, umedă, lucioas sau strălucitoare, cu o structură “moale; pînă la 


au mărime variabilă, adesea cu-o. citoplasmă optic densă. Artrosporii sînt în 


care poate fi bine dezvoltat, cu blastosporii aranjaţi în lanţuri şi ciorchinis 
În unele culturi blastosporii cresc direct din hife sau din artrospori, singuri 
(izolați), în. mici lanţuri sau sînt încolăciţi. Numărul lor este mie sau mare şi 


minale sau intercalare, rotunde sau ovale, care se pot intilni singure sau in 
dintre ele.se înmulţesc prin inmugurire. În altele izolate, miceliul si atrosporii pot 


globuloase sau de forme ale in ae pe ee cu glucoză şi Ay de 


j ~ Endosporii ‘asexual SG lic azi prin evans: Aide See Celulele glo- 
bulare, elipsoidale sau în formă de pară, pot conţine 1—6 (sau ‘mai, multi) 
endospori, de mărimi variate, globulari sau clipsodali. Endosporii se formează: 
‘in culturi tinere, Insimintate pe mediu cu glucoză, extract de drojdie si pep- 


mugurire internă. Endosporii pot fi observați în culturi după 2 săptămîni, 
la 25 si după o săptămînă la 25°C în. culturile insamintate’ în pantă, 


„Specia T. cutaneum nu are capacitate fermentativa. 


_ Asimilează glucoza; galactoza (rareori. —), L-sorboza (sau she zaharoza 
(rareori —), maltoza (rareori —), elobioza (rareori —), trehaloza (sau —), 


L-arabinoza (rareori —),. D-arabinoza (rareori —), DL-acidul lactic (sau —), i 
acidul citric (sau —), inositolul (rareori —). Tiamina si biotina stimulează 
eroaleren qcumeratura maxima de creştere. este de 2 . 41°C (Carmo-Sansa, 
OES, | n a at e 


C. PROPS GRUPUL YEAST-LIKE 


1. 2, 17. LRUCOSPORIDIUM FELL, STATZELL, HUNTER © 
mete -PHAFF 


Genul Leucosporidium cuprinde 7 specii LL antarticum, a capsuligenum, 
L. frigidum, L. gelidum, L. nivalis, L. scottii, L. EE L.- Seen a fost desem- 


- Leucosporidium seottii Fell, Statzell, Hunter Şi Phaff. Celulele A L. Soma 
crescute pe extract de malt timp de 3 zile la` temperatura camerei, sint ovale: 
spre alungite, cu dimensiuni de 1 „3—6,7 x4,0—16,1 um, de obicei singure sau. 
dispuse, în perechi. Reproducerea se realizează prin înmugurire apicală. După 
3 zile de. creştere pe mediu cu malt agarizat, la temperatura camerei, celulele 
sînt ovoide pînă la elongate si cu dimensiuni de 1,6—4,0 x3,2—12,1 pm. 


la periferie se diferențiază un miceliu dens. Prin insimintarea pe mediu ce 
conţine făină de porumb și menţinerea timp de 3 5 zile la temperatura ca. 


t 
we 


merci, începe să se formeze un pseudomiceliu de tip „Candida“. După o lună 
miceliul poartă ciorchini mari de blastoconidii si este prezent miccliul ade= 
vărat si pseudomiceliu de tip „Candida“. 43 

in ciclul de dezvoltare se disting două faze miccliene: uninucleata si 
dicariotică. Ambele tipuri de miceliu se diferenţiază din faza de „drojdie“. 
Dicariotul rezultă „prin amestecarea celor două tipuri de celule haploide «a 
şi a. Miccliul uninucleat se dezvoltă dintr-o singură celulă uninucleatd, în 
absența împerecherii. n | 

Conjugarea. se realizează in’ 30 ore, cu o frecvență mai mică de ii 
prin amestecarea celulelor de tip de împerechere a si «, pe mediu ce conţine: 
făină de porumb. Prin conjugarea celulelor se poate dezvolta miceliu binu- 
cleat. După 72 ore miceliul se dezvoltă extensiv cu conexiuni la fiecare sept, 
iar după 4—7 zile, intercalar sau terminal, se dezvoltă teliospori, cu una sau 
mai multe structuri între spori si miceliu. Teliosporii sînt sferici, cu pereţi 
groși, avind un conţinut granular și dimensiuni de 1,0—48,l x7,1—16,2 pms 


Cariogamia in teliospori precede germinarea. După 10 zile, teliosporii. | 


germinează şi nucelul diploid migrează în promiceiliu. Meioza are loc în pro- 
miceliu, rezultînd patru celule. Fiecare celulă conţine un nucleu, care se re- 
produce mitotic, un nucleu raminind în celulă, cel de al doilea în sporidie. 
Prin înmugurirea sporidiei rezultă colonii ce contin celule de ambele tipuri 
de imperechere. Tulpinile autosporulante sint similare morfologic cu haploizii 
heterotalici, crescute pe medii cu malt agarizat, extract de malt sau făină 
de porumb agarizat. Teliosporii se formează pe miceliu ce isi are originea într-o 
celulă individuală uninueleată, în absenţa împerecherii. Acest miceliu nu 
“formează conexiuni, deși au fost evidenţiate si structuri asemănătoare aces- 
tora. Teliosporii se formează din celule hifale granulate, de dimensiuni mari. 
Celulele devin sferice şi formează o structură în formă de git. 'Teliosporii! 
pot avea una sau mai multe proiecţii în formă de mugure, care se dezvoltă 
in noi teliospori, rezultind ciorchini de doi-trei spori. Aceşti teliospori nu sînt: 
atit de abundenti ca cei produși pe miceliu dicariotic. | pa” 
Celulele tulpinilor autosporale sînt capabile să se conjuge cu celule ha- 
ploide de tip de împerechere « sau a, rezultind un miceliu dicariotic cu co- 
nexiuni strînse, teliospori 'promicoliu si sporidia. Secvența nucleară a unui 


hibrid este aceeaşi ca a unui conjugant «xa. ~- 


L. scolii este incapabilă să fermenteze glucidele şi asiinilează glucoza, 
galactoza (sau —), L-sorboza, zaharoza, naltoza, celobioza, trehaloza, lactoza 
(rar — sau lent), rafinoza, melizitoza, D-xiloza, L-ramnoza, etanolul. gli- 
„Cerolul, galactitolul, D-manitolul, D-glucitolul (sau rar —), a-metil-D-glu- 


cozi dul. Temperatura’ maximă de creștere este de 15...30°C (Fell şi Phaff, 
1970). ef | 


1.2.18, RHODOSPORIDIUM: BANNO 


În genul .Rhodésporidium au fost incluse două specii ; R. sphaerocarpum 
şi R. toruloides; R. toruloides a fost desemnată ca specie tip a genului (Banno, 
1967). Dim. | 
Rhodosporidium toruloides. Banno. A fost descoperită de Banno (1963) 
in colecția. Institutului pentru Fermentatic din Osaka (Japonia). Insimin- 
late pe mediu ce conține extract de malt si-mentinute timp de 4 zile la tem- 
peratura camerei, celulele de tip de împerechere ~ sint sferice, pînă la ușor 
ovale, eu dimensiuni de 2—6x4—10 um. Celulele a sînt ovale pînă.la elon- 


e 


5I 


- „cu dimensiuni de 3—7x6—30 um si unele pot forma miceliu adevărat. 


gate, cu Eee A maia de 3—7x5— 12 pm. Celulele autosporulante. sînt ovale 


_teliospori. - Crescute pe mediu cu malt agarizat si mentinute timp de 4 ziley 
la temperatura camerei, celulele. au aceleasi dimensiuni ca cele crescute pe 
extract de malt. Cultura (coloniile) este roz pina la oranj, netedă si lucioasă, 
_ iar textura este. moale. După o lună culoarea se intensifică. -Culturile auto: 
: sporulante. au arii maro închis”. constind: din miceliu. adevărat si teliospori 
Culturile a crescute: pe mediu ce conţine făină de porumb și. menținute 2 sap 
- tamini la temperatura camerei au numeroși ciorchini de. pseudomiceliu. Pseu- 
domiceliul de tip de imperechere. a este, în. general, absent şi numai rareori 
au fost găsite scurte lanţuri ramificate de pseudomiccliu. Tulpinile antosi 
“rulante formează un miceliu ‘adevarat cu teliospori. 


Faza de „drojdie“ sau sporidială este heterotalică. Pe: eae cu mall 
agar, la temperatura camerei, celulele œ şi-a sînt compatibile pentru conju-! 
gare in 24 ore-şi are loc si plasmogamia. De la o celulă a perechii de con 
juganti, se dezvoltă un miceliu septat cu conexiuni la sept. Pe acest mediu 
„terminal se dezvoltă” teliospori care, eventual, devin: angulari; neregulati, cu 
conexiuni. la baza lor. După una sau 2 săptămini, sporii germinati produc 
promiccliu cu unul pînă la trei septe. Celulele sporidiale înmuguresc lateral 
şi terminal din promiceliu și sporidia se reproduce prin inmugurire, rezult înd 
“o'colonie roz. Sporidiile. sînt heterotalice şi capabile să.se împerecheze, relu 
îndu-se ciclul de dezvoltare. Sporidia autosporulântă este produsă pe pseudo= 
miceliu.` Celulele sporidiale sînt uninucleate si se dezvoltă direct în miceliul 
dicariotic cu conexiuni: si teliospori. Prin germinarea teliosporilor rezultă 
promiceliu cir ambele tipuri-de sporidii : heterotalice şi autosporulante. C 
lulele sporidiale heterotalice si autosporulante sînt uninucleate, in timp cé 
celulele miceliului sînt binucleate. Tel: osporii sint initial binucleati si devil 
uninucleati- prin, cariogamie. La germinarea nucleelor diploide are loc divg 
ziunea meiotică şi rezultă 4 nuclee ‘ale promiceliului. 


R. toruloides asimilează glucoza, galactoza: (latent), zaharoza, Hairi 
trchaloza, rafinoza,: melizitoza, inulina, D-xiloza, L-arabinoza, D-arabinoza, 
D-riboza, etanolul, glicerolul;. ribitolul, D-manitolul,  D- -glucitolul, -o-metil- 
D-glucozidul, salicinul, acidul. DI-lactic,. acizii sutcinic şi citric (uşor). Ce 
lulele crese bine la 30°C Şi mai slab la SDR ite foe (Fell, Phaff, “Newell, 1970% 


12N, SPORODIOBOLUS A NYLAND | 


în genul Sporodiobolus. sînt incluse ae specii : S. johnsonii §. S. rui 
nenii. Nyland (1949) a desemnat ca pece tip pe S. johnsonii, pe care a 
- identificat-o in anul 1948. ` 


` Sporodiobolus johnsonii Nyland. Celulele de: S. johnsonii crescute pe 
extract de malt, timp de 3 zile la 22°C, sînt ovale pina la elongate si uneori 
cilindrice. Unele celule sînt elongate cu una sau mai multe constrictii. Unele 
‘celule auo excrescenti asemănătoare cu un tub, sau poate fi ramificat. În | 
mugurirea apare pe o bază întinsă si ocazional cîteva celule poartă stigmata 
"Şi balistospori. Celulele sînt în general de 3—4 um (diametru mic), ocaziona 
au.5-um, iar lungimea ajunge la 8—11 ym. Celulele elongate si carz poartă 
tub de germinare pot ajunge la 50 um şi chiar mai lungi. După o lună de la 
însămînţare pe mediu de malt agarizat şi menţinută la 25°C, cultura este 
galben- pal; cu o suprafata spiralata. Partea centrală a culturii este lucioasă, 
$i viscoasă inicio dar periferia este atenuată, uscată şi pudrață. În 


lee 


be 


secţiune este convexă: și marginea este tivită cu hife. În culturile crescute 
pe mediu cu făină de mălai agarizat, în sectoarele anaerobe, se întîlnesc nu- 
meroase celule înmugurite, rar hife septate cu interconexiuni și un număr 
limitat de clamidospori. În porțiunile aerobe se observă în principal celule 
înmugurite şi celule cu sterigme care, poartă balistospori. Hife cu. conexiuni 
tind să crească în mediu agarizat. = - A | aa : } 
Celulele de S. johnsonii asimilează glucoza, L-sorboza (slab şi: latent), - 
zaharoza, maltoza, celobioza, trehaloza, melizitoza, D-xiloza (slab şi latent), 
D-arabinoza, etanolul (uneori slab), glicerolul,. D-manitolul, D-glucitolul, 
a«-metil-D-glucozidul, acizii succinic şi citric. Asimilează de asemenea - KNO, 
și KNO,.° Celulele cresc la 37°C (Phaff, 1970. - IP A i 


Ga 


Tulpinile de drojdii folosite în industria berii, panificaţie, vin sau produ- 
cere de alcool, proteine, aminoacizi, vitamine si alte substante biologic-active 
sint specifice pentru fiecare domeniu. Tinind seama de faptul că, în general, 
tulpinile industriale sînt poliploide. şi/sau aneuploide și care de cele mai ` 
multe ori sînt instabile, obţinerea de noi tulpini cu parametri biologici şi eco- 
nomici superiori, care. să asigure randamente ridicate si produse de calitate 
superioară, trebuie să constituie o preocupare a tuturor specialiştilor din uni- 
tăţile industriale (biologi, biochimisti, ingineri tehnologi). Această acţiune 
este posibilă numai în condițiile existenței în fiecare unitate industrială ai 
unei colecții de drojdii de laborator şi industriale și a îmbogăţirii acesteia 
cu noi specii si tulpini si cunoaşterea proprietăților biologice (stabilitatea 
genetică, gradul de ploidie, capacitatea de metabolizare și asimilare recta 
„Mulţi ani s-au folosit selecţia si hibridarea ca metode de bază şi unice 
pentru obținerea de noi tulpini si hibrizi sau ameliorarea unor parametrii a 
celor aflâte în producţie. În ultimele decenii, pe măsura înregistrării unor 
progrese semnificative în cunoașterea structurii genomurilor nuclear şi mi- 
tocondrial şi a elaborării unei hărţi genetice, s-a lărgit gama tehnicilor pentru 
ameliorarea drojdiilor industriale, utilizindu-se mutageneza, poliploidia, 
recombinarea genetică şi transferul de gene. “+ | 

După cum se ştie, speciile de drojdii industriale sînt în general carac- 
terizate printr-o serie de trăsături care împiedică aplicarea tehnicilor de ana- 
liză genetică clasice ca, de exemplu : homotalism/heterotalism, poliploidia, 
aneuploidia, slaba sau absența sporulării si viabilitatea scăzută a sporilor. . 
Depășirea sterilitatii se realizează prin împerecherea ascosporilor prototrofi 
MAT-a. şi MAT,, fuziunea de protoplasti, transferul de cromozomi prin 
complementaţia prototrofică.. Prin această ultimă tehnică s-au înreg'strat 
contribuţii valoroase în descifrarea structurii genomului la drojdiile industriale. 
Acest procedeu se bazează pe avantajul mutatiei karl-l, care blochează fu- 
ziunea nucleară a celulelor împerecheate. Mutaţia karl-l împiedică cario- 
gamia în celulele fuzionate, cind-este prezentă într-unul dintre nuclee. Acest 
blocaj are “ca rezultat producerea de descendenţi citoducti, avînd nucleul 
de la o celulă și elementele genetice citoplasmatice (extranucleare) de la cea- 
lalta celulă. Citoductia mediată de karl-l a fost folosită pentru transferul 
plasmidei 3 um între diferite tulpini, iar prin utilizarea unor tulpini marcate 
poate fi folosită si pentru transferarea cromozomilor de la drojdiile industriale 
la tulpinile haploide de laborator. Sterilitatea ridicată si viabilitatea scăzută 
4 sporilor sprijină concluzia că multe tulpini de drojdii industriale sînt hi- 


brizi amfidiploizi, în care fiecare cromozom există în mai multe forme homeo- 
loge | | - 
ve i 
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“producţie si include : stabilitatea genetică in timp, creşterea eficienţei sau | 
„productivităţii, reducerea costului de : producţie, diversificarea. mediilor de; 
cultură, îmbunătăţirea calităţii produselor si obţinerea de noi produse. (co- 
loranti. hormoni, vaccinuri. ctc.). Identificarea chiar si a unci singure gene 
benefice si transferarea acesteia la tulpinile industriale ar influenţa favorabili 


' -alta ce aparţin aceleiaşi specii, dacă nu în privinţa setului de gene, cel puţin 


‘este condiţionată de elaborarea hărților genetice la acestea. im momentul de 


' riaţii în secvențele de baze în celulele aceluiaşi organism. În afara elementelor | 


7. MENCINICOPSCHI G., KATHREIN I., TEODORU V. Biotehnologii în prelucrarea pril 


Obiectul ameliorării variază in funcție de produs. si de facilitățile des 


proprietăţile biologice si implicit. calitatea “produselor. gA i 
“Introducerea tehnicilor de manipulare genetică la drojdiile. industriale 


DAP tote ue 


a eS 


față există o hartă genetică la S. cerevisiae ce conţine 17 -grupe de linkage 
şi 586 gene si se desfăşoară intense cercetări pentru elaborarea hărților ge- 
netice de la Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces. “carlsbergensis, Sac- 
charomycopsis (Candida) lipolytica, Kluyveromyces lactis..in, acelaşi timp, s-a 


trecut la cartarea, genomului mitocondrial şi a hărților de structură fină a 
- genelor TRP5, ade8, cycl de la S. cerevisiae. | 


Existenţa hărților genetice de la tulpinile de drojdii, care se folosesc în 
producţie, este motivată de constatarea că. există diferenţe. de la o tulpină la 


în poziţia acestora și a distanțelor dintre genele adiacente. 

Studiul comparativ al unui sector -din cromozomul. 10/ dela S. cercvi- $ 
siae şi două tulpini de S. carlsbergensis sprijină concluzia că genomurile sînt $ 
structuri dinamice în care; se realizează rearanjamentele ADN ce duc la va- i 


genetice transpozabile, de la procariote „şi eucariote, pentru: care nu S-au 
stabilit funcţii sigure, s-au evidenţiat mecanisme ce implică rearanjamentele | 
7 : . | 


ADN, cu consecinţe în expresia genelor. 


De această nouă realitate trebuie să se ţină seama în experienţele de 
ameliorare a drojdiilor industriale sau pentru obţinerea de noi tulpini si hi- | 
brizi cu proprietăți. biologice si parametri economici, superiori. 
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“2. NOȚIUNI DE BIOTEHNOLOGIE ` 


_O. POPA, A. VAMÂNU. 


iai UTILIZAREA BILANȚURILOR DE MASĂ SI ENERGIE 
N CARACTERIZAREA BIOPROCESELOR 


Pwo de masă si energie au Papke largi în știință si tehnologic, 
dar, datorită marelui număr. de procese ce concură la creşterea - microorgâz 
Tabu nismelor, utilizarea lor la analiza iei rocendli este ceva mai di ficila. 


Eoin RANDAMENTEDE SN en > EI 
2.1.1.1. RANDAMENTUL DE SUBSTRAT 


Studiind eficiența obţinerii biomasci, Mo n o d (1942) a constatat că 
f greutatea uscată a celulelor produse a fost proporţională cu cantitatea de 
“sursă de carbon consumata, atita timp cît aceasta a fost factorul limitativ 
(toate celelalte componente existind in exces). 

Factorul de proportional tate; denumit andament de substrat, repre- 
zinta cantitatea de substrat pa URL sata SBE unul gram (mol) de 
bi omasă : 


; [g/mol], . a) 


unde 

AX = cone. biomasei i (e: 

AS = conc. substratului (g/l) s sau (mol/). 
_O modalitate de calcul: al randamentului de substrat este sugerată. în. 
fig. 4. i 

În cazūl în care, în urma a E experimentale, se constaţă că 
Yxs este constant, el poate fi folosit pentru urmărirea şi conducerea bio-} 
- proceselor, permitind de exemplu estimarea concentraţiei de biomasă pe baza 
concentrației de substrat (care este în general. mai ușor de determinat). 

S-a subliniat necesitatea verificării constantei randamentului, deoarece 
„s-a observat. că acesta poate varia în. funcţie. de viteza specifica de creştere: 


- Aceste variaţii pot fi explicate dacă ținem seama de faptul că o parte 
din Ma consumat este utilizat pentru „menţinere“. (vezi 2.2.2. 6). 


a 


56 ; 


Fig. 4. Calculul randamentului de substrat : 
„Yale = iga= ; 
Vie 


As 
unde = Vas = S (g/h) viteza de consum 
: . aa 


a substratului ; 


i Aa j 
Vaz aren viteza de formare a bio- 


masei. 


„Pentru „procesele aerobe se poate defini, prin analogie cu ecuaţia (1), 
un randament fafa de oxigenul consumat; (Y ro). Admifind că cea mai mare — 


parte din ATP se obţine: prin” fosforilare oxidativă, randamentul bazat pe 
oxigenul consumat poate reprezenta un indicator al activităţii catabolice: 


ol iF AN F : i o 
Yu = FAGI [g/mol).. ve ka) 


Pornind de la ipotezele : 
— singurii produşi de metabolism sînt celulele, CO, şi H,0; 
— sursa de azot este NH,, 


Mateles (1971) stabileşte o relaţie-prin: care’ se poate calcula randa- 
mentul raportat la oxigen în funcţie de: compoziţia celulelor (substanță us- 
cată). ee We 


Cooney (1973) modifică această relație sub forma : 


` 
x ` 


1 1,5 304s SA EE a : 
Sat e a ee oe ee , (3) 


e & WEES a NOR 007 979 12,5 


unde : O’, C’, N”, H’ reprezintă procentele elementelor respective în biomasa 
uscată. "size ag | | i ap 


Pentru drojdii, în cazul în care nu se cunoaște compoziţia exactă a 
acestora, consumul de oxigen poate fi aproximat prin : 


1,5 


Z 


l Yy o Yy s 


ZEIZ WA Fanie | mth (4) 


În tabelul 11 sînt prezentate citeva valori ale randamentului raportat: 
la sursa de carbon si oxigen. Abaterile fata de ecuaţiile prezentate anterior 
se datoresc în principal formării produşilor secundari, a căror constituire a 
fost. neglijată la deducerea ecuaţiei (3). | 

În 1960 Baueho p şi Elsden au introdus conceptul de randa- 
ment raportat la cantitatea ‘de: ATP: formată în procesele catabolice : 


x 


TTAN i 
Yarr = TATP [g/mol]. i (5) 


Pentru procesele anaerobe, acest cocficient are o valoare (aproximativ) 
constantă de 10,5 g/mol ATP. În cazul proceselor aerobe s-a încercat core- 


AI = 57 


Tabelul -11 
Randamentele de obtinere a Ey Spectre ar câtva microorganisme (aerob). 
(Heijnen J. J. si Roels-J A., 1981). 


pa e o A ec tree e o poe e e Dee A a Uk ae 


i T £ : M Ti T ursit = ME 
Microorganism Sursă carbon iată EC) Boe n (n) | Yyis | Yro. 
C. lipolytica n-alcani | batch BO ANE 033 0,55 0,65 
C. lipolytica -aleani continuu| . 30 NH, 0,04—0,18 |. '0,43 0,57 
“GC. lipolytica n-alcani -batch 18.1 NU; 0,07 — O55 0,71 
CG. lipolytica ` n-alcani batch 21 NH, 0,10 0,60 0,71 
C. lipolytica — n-alcani_ batch 27 ENES 0,15 0,53 0,70 
C. lipolylica n-alcani batch 30 | NH; 0,20 0,52 0,69 
C. lipolytica n-alcani batch 30 | NH, 0,31 0,56 0,47 
C. tropicalis n-aleani “continuu | 38 | NH, 0,18 0,51 0,57 
C. boidinii metanol batch... j--932 NH; 0,11. 0,54 0,50 
Candida N 17 metanol | continuu| — NH, | 0,04—0,08 0,46. 0,50 
H. polymorpha. metanol continuu |. 37: | NH; 0,10 0,48 0,49 
H. polymorpha ahetanol continuu | 37 | NH, 0,12—0,15 0,50 0,55 
C. alis... etanol . batch 35 NH; 0,20 0,64 0,80 
Garulilise. = etanol batch 32| ONE -0,50 0,52 0,70 
C. utilis etanol continuu | 30 NHa |. 0,06—0, 43 0,78 . 1,04 

-Ç~ boidinii etanol “Darth 32 | NH; A 0,20: 0,64 0,87 
S. cerevisiae etanol batch ~ 30 NH» 0,09 0,40 . 0,51 
C. utilis acetat batch 35 NH, 0,30 0,44 0,92 
C. utilis „glucoză batch . | 35. | NH, 0,30. 0,62 4472 

C.. utilis glucoză continuu | : 30 .| NH; 0,08 — 0,54 0,68 2,04 
TMS glucoză - continuu} 30 | NH, | 0,05—0,40 0,66. 1,64 
S. cerevisiae' - glucoză continuu | . 30. | NH; 0,15 1,14 


l “Obs. : DEEN 
=: strat ; ` 


Yalo este exprimat - în echivalent e C din biomasa/mol.: o; 


beak: N cioaca all Yurp Graal el) (PIO), care reprezintă eficiența fos- | 


` forilării oxidative, printr-o relație de forma : 


F _ 2Yxrh y 6 
Yurp = PI) | ’ ( ) 


însă AEA intre datele experimentale. şi cele teoretice sînt mari, da- 
_torita complexităţii procesului. 


: aa. 1, 2. RANDAMENTE: ENERGETICE 


În scopul caraeterizării mai complete a bioproceselor, s-a încercat de- 
{'nirea unor rantamente: energetice utile in determinarea eficientei termo- 
dinamice. ` 

animal raportat la electronii disponibili în sistat Prin definiţie, 
randamentul raportat la electronii disponibili în substrat pub Die ital de dez- 
sola) Ya. se. e cu zi 


aes = daia etb eln; disp.], | (7) 
JE. eds . 


Yeas este. numărul echivalentilor de. Sica At disponibili din substrat 


unde? 
aie şi Eroshin — eo Py 


Vode 3 as , | | (8) 


M's” 


este exprimat în echivalenți gram C din biomasă /echivalent g Cin sub- 


ed Ooa Laer 


~~ ete 


M's — masa redusă a substratului ; ae d ue 
yp — numărul echivalentilor de electroni disponibili în substrat. | 


Pentru deducerea relaţiei de calcul a acestui parametru se porneşte. de 
la ecuația oxidării unui substrat organic, cu formula redusă CH N OP Sh 
(obținută prin împărţirea cceficienților elementelor la numărul atomilor de 
carbon dn moleculă). ; i 


CIANO PaSe ++ a (0, + COs + »H,O + ONH, + dH,PO, + AO 


z= 2 (a —3 b — 3d — 2e); 


x 1 R - x 
res ras +a — 3b — 2c + 5d + 6e). 
Deoarece pentru reducerea unui mol de oxigen sînt necesari 4 echivalenti 
de electroni :. | 


„Oa + 4H* + de~ + 2 H,0, 
numărul echivalentilor de elcctroni necesari pentru combustia unei cantități 
de substrat ce conţine un atom gram de carbon este. . 
YS = 4x. 


Deci,. pentru CH,N,0.P,S,, gradul de reducere va fi 
| SA =44a — 3b a Spit dks Baii ia (9) 
adică | | | : 

“Cle a jBPM RON e AG pe a ete = +6. 


„Gradul de reducere al citorva substraturi uzuale este prezentat în ta- 
belul 12. d i 

Roels (1980) propune corelarea nivelului de reducere cu randamentul 
de substrat în cazul in care sursa-de carbon este şi sursă de energie ; sursa de 


F i Tabelul 12 


Masele reduse, gradul de reducere şi căldurile de combustie corespunzătoare 
pentru citeva substraturi 
(Birou, 1987) 


Substratul Formula Formula redusă | y, Mi | AH, 
ii IN nln, ee ee ie eee eee 
Acid citric C.H,0; CFO 3 32,07 326,86 
Acid succinic] €,H,0, CH, sO 3,5 29,52 372,75 
Glucoză CoH420, _CH,0 4 30,03 | 467,17 
Lactoză | CREP CHy.530o.92 4 28,53 470,46 - 
Acid acetic | C2H,0, CH,0 4. 30,02 437,27 
Glicering — C;H,0; GHave> 4,67 30,70 553,68 . 
Etanol GMO CH,0o.5 6 23,04 683,41 
Metanol CH,O ÎCHO 6 32,04 | 726,51 
Hexadecan Gis | CHa 25 | 6,13 | - 14,15 669,20 
Amoniac: NH, = 3 17,03 | 347,92 


mm ARE ee oe eee ie PT tip ts ee eS er ee ae ee 
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azot este amoniacul sii cantitatea produșilor. secundari for mati este neglija- 
bilă : 


Ror = 0,05 + 0,12-y,5°. ate vs < 4,58 


Yxjs = 


0,6 


Ms | 
“Me 


(i coy 


wh es Ys> 4,58 


masa. redusă a substratului ; 3 


= masa. redusă a celulelor ; 
Yxys, Yx;s = randamente de substrat; 


A = fractia de cenuşă din biomasa. uscată. 


Din relaţiile prezentate anterior se. poate observa. că pe măsură ce. 


~ (10) 
(11) 


(12) 


gradul de. reducere al substratului “se măreşte, creşte:și randamentul de sub- 
strat pina la valoarea ys 2 4,6. Pentru substraturi cu un grad de reducere 
. mai mare, valoarea randamentului de substrat este aproximativ constantă. 
„Deoarece pentru desfășurarea - procesului este. necesară disiparea. unei 
anumite cantităţi de energic, substraturile cu un grad mic de reducere. nu 
conţin suficientă energie pentru a permite fixarea intregii cantități de carbon, 
în biomasă. Creşterea va. fi limitată energetic. Pe măsură ce ys creşte, sc va 
mări şi randamentul de substrat. 


A 


În cazul substraturilor cu un grad de reducere kaat (metan : Mp gi == 8) 
există mai multă energie decît poate fi fixată în- biomasă si va trebui disipată. 


Aceste consideraţii pot explica observația că în cazul utilizării metanului 
sau n-alcanilor ca sursă de carbon, se disipează mult mai multă energie decît 


deci randamentul de dezvoltare 
va îi mult mai mic (vezi datele d: n tabelul a 


In cazul utilizării glucozei sau metanolului, 


_Randamente de toi nat pentru creşterea aerobă pe nidor carburi 


(Stouthamer, 1969) 


Tabelul 13 
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C, eHa4 


Microorganismul TERIN Yus : d Si 
it RE + ae. a e Date LAB mol ech.eln.d 
C. intermedia Cy 634 . 185,7 1,89 
C. intermedia : C7H6 174,8 1,68. 
| C. intermedia Cs Has 211,5 1,92 
C. intermedia Cask ae 2770A 2,06 
C. intermedia “Cas Hss 326,7 © 1,92 
- C. intermedia “| Gyeklsa PTAR) 1,81 
C. lipolylica i 
C. intermedia Casa 178 inya ne 
C. lipolylica — : 
C. intermedia Cs Has 215 310055) 
C. lipolylica A, 1 
C. intermedia Op ROE 278 2,07 
C. 'lipolytica FAN E 
C. lipolytica OTE 190,7 2,07- 
C. lipolytica CisH3s 217,9 1,98 
_ C. tropicalis . Crelded 181,8 1,86 | 
`- C. intermedia CRG 348 2,05 
C., lipolylica 
Torula sp. 186,4 „1,99. 


media = 592 


Exemplu. Care este randamentul. de dezvoltare” Y,. al drojdiei. S. cere- 
visiae pe substrat de glucoză; dacă aceasta contine 8,6% cenușă si are masa 
redusă egală cu 24, ta | Toul i Dri 

Se calculează ys pentru’ glucoză : f ae : 

CH0, = (CH,0), 

Ys=4 +2 522%5 
cum -yg = 4 =< 4,58 
l Yzıs = 0,05 £0,12-4 = 0,53. 


k Yy Me 
Din (10) TOLE cae a ay 
: $ CS aye 


Bi e 
PIRRE ae = li = 6/47, i 
(1 — 0,086) 30,03. 


se determină vane MURI SA a her 0,133 ; i 


Payne (1970) á calculat valoarea medie a randamentului de dezvol-. 
tare pentru 79 de microorganisme dintre care 69 crescute pe substrat C,—C,, 
obţinînd o valoare medie, îY 3 a aO: "a 

n cazul utilizării substraturilor cu mase. moleculare mai mici (C,—C;,), 
această valoare este substanțial diminuată. | ed: 

Nagai (1979) consideră că această comportare se poate datora urmă- 
toarelor cauze : ` aa ae | 

— consumul suplimentar de energie (ATP) necesar introducerii în celulă. 
a substratirilor cu mase moleculare mici (pentru 1 mol de glucoză se con- 
sumă 1 mol de ATP, ca-si pentru 1 mol de acetat ; in primul caz, pentru in- 
troducerea a 180 g glucoză este necesar 1 mol ATP, dar în cel de al doilea, 
pentru 180 g acetat vor fi necesar 3 moli ATP); sia în ae 

— consumul suplimentar de energic, necesar sintezei monomerilor — 
(aminoacizi, monozaharide) utilizaţi în sinteza macromoleculelor biologice 
(proteine, pilizahar‘de). - * Ge ae A i a Hes 

Randamentul bazat pe energia disipată sub formă de căldură. Prin defi- 
niție :. . | 


a ap pa eae ee 
Ya = ———4-__[g/kcal] » _ (18) 
Aan, — xy, any E! | 
Admiţînd că oxidantul predominant este oxigenul, diferența dintre căl- 
dura de combustie a substratului şi căldura de combustie a celulelor formate 
este egală cu efectul termic al reacției (se admite implicit că formarea produ- 
Silor secundari este neglijabila) : 


„combustie substrat CO, 4-H,0 


ert i = 
Syp! +.0; 1 ZAE 


—AH, —AH, 


61. 


- Exemplu. Să se calculeze a Ai ui bazat pe ener ‘gia disipată sub forma i 
de: căldură pentru - creșterea unei drojdii pe n-alcani, cunoscind valorile ex- i 
perimentale AH; = 11) „4 kcal/g, AH, = 47 kcal/g, cînd ameng} de 


substrat variază între it 03 si 1,25 (g/g). - 
Inversind relația. (13)- se obține: ) 
spa 11400 | 
— = — 4700 [cal/g] ve E 
Ya Yale XA E j aS 4 ş ' 
e yen i și Ya calevlat ; YA experimental + | 

(g/g). a Peete real) «5 (g/cal) 

10S Gets e ESA ee |. 6 060 

1209.30 58 Gy eal = ai 45 BOO he „5.800 

p 3 1125 i 4400 4 600. 


-Randamentul bazat pe energia d’sipata a fost propus ca înlocuitor al | 
randamentului raportat la numărul de moli de ATP formaţi, deoarece nu 
necesită decit cunoâșterea concentrației si . compoziţiei celulelor pentru 
aplicarea bilanţului. Din acest motiv, este foarte util, mai ales în cazul utili- 
zării de substraturi si culturi mixte (de exemplu la tratarea apelor reziduale). 

„Deoarece cantitatea de căldură. degajată. odată cu transferul electronilor 
la oxigen în procesul de oxidare a unci legături C—H este în medie 26,05 kcal] 
echivalent de electroni, între Ya şi: Ya există următoarea relaţie ; 


Mp kcal]: - 14 
Ya = sot [eikcal) ; KO 


N 


£ GRh 1.3; RANDAMENTUL BAZAT PE ENERGIA TOTALĂ DISPONIBILA 


Da RA. 


“Consider ind că energia eas y a substratului se scindează în două. 
HE ane 
_— „energie înca ati în celule; . 
ul ‘energie, catabolica, degajata sub formă de. căldură, 


Payne. (1970) propane următoarea relație jer 
AX . R; 
DNI = (TAM) AX + CAMS AXL CAN) alent Soca (15) 
ets cazului anterior, . se consideră că coogi incor porată în produsii_ 
secundari este neglijabilă. 
_. Pentru calculul pugrgich ivahstorthat® în căldură, autorul | menționat a! 
propus. 2 metode : 

` — se calculează energia catabolică pe baza consumului de oxigen, stiind 

că pentr u reducerea unui mol de oxigen sînt necesare 104—124 -kcal ; 

— se calculează encrgia eliberată de procesele catabolice pe Daza unui 
bilanţ între căldurile de combustie ale substratului și biomaset „(nu mitoruli 
relaţiei (13) este chiar căldura generată prin catabolism). - 

În lipsa datelor experimentale se Bante utiliza valoarea medie (EAL 
225,3, ECR 7 | 
‘Tinind seama de faptul că: 


VMs A Meee e (16) 
A SIRO AGE; a4. Al 26,05. an. 
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se obţine: | 
YE STORE, [g/keal] (18) 
SS rh 104 | 


Notă : Ya este exprimat în [g/mol] ca și Yep: 


~ oe STOICHIOMETRIA BIOPROCESELOR | 


. Stoichiometria studiază relaţiile cantitative ce există între participanţii 
la reacţiile chimice (biochimice), cunoscind compoziţia reactantilor $i. pro- 
dusilor, | inka ei 

„+ Un bioproces poate fi descris pe baza observării modificărilor macrosco- 
pice ce apar datorită dezvoltării culturii, modificări traduse. de obicei prin 
variații de pH, concentrații de substrat, celule, produşi. 

Utilizînd randamentele, se poate 'scrie ecuația gentrală : ' 


Substrat + O: + NH; > Y,,, Biomasi + Y./p Produs 
+ CO, +H,O (19) 


În cazul în ‘care se dispune de analizele chimice elementare ale substra- 
tului, -biomasei si produsului, ecuaţia anterioară devine : bats 
aC,H,0, + 020 + a NH, + (sursă de P, Ry Mg, Fe.. ARo a a ; 

bC HON, + bC, Hy, Ny + baCOa Pab, H,O - (20) 
unde : - ory: q : 

C,H,O, este formula sursei de carbon 3 

C,H,0,N, — formula biomasei ; ` 

C.HyOwNy — formula produsului secundar. 

Pentru aplicarea ecuaţiei (20) este necesară în primul rind. cunoașterea 
ompoziţici chimice a biomasei şi a produsului secundar pentru a se putea 
alcula „formulele“ acestora. Compoziția elementară a cîtorva drojdii este 
rezentata în tabelul 14. În cazut în care nu sint disponibile date analitice 
entru microorganismul utilizat se poate folosi formula aproximativă : 


CH; s0o,sNe,z (Roels, 1 983) 
| Tabelul 14 


Compoziţia elementară a unor drojdii 


Compoziţia chimică 


Microorganismul 
(|. |on-]-o 


Substratul ` Cenuşă Dibliogratică 


o | Referinţă 


. cerevisiae Etanol 45 6,8 9,0 | 30,6 8,6 Jacques, 1970 
. boidinii Metanol 428 pia 5,45) -— - Sahm, 1972 
andida n-parafină | 47,0 | 7,0 | 10,0 | 31,0 5,0 ro pagESh 
| i 
-utilis l Glucoză -| 50,0 | 7,6 | 11,1 |'31,3 — . | Herbert, 1976 
(z = 0,08 n7) 4 | 
ulilis Glucoză 46,9 1,2 10,9 35,0 -= Herbert, 1976 
(1 = 0,45 h-1) i | 
utilis: Wy Etanol -50,3 | 7,7 | 11,0 | 30,8 — | Herbert, 1976 
(2 = 0,06 h-1) mer ; | r 
utilis Etanol , -472 | 7,3 11,0 | 34,6 -- Herbert, 1976 


(u = 0,43 nè) 
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< by, ba, ba, ba) care de obicei se reduc la 5, deoarece ecuațiile stoechiometrice 
. se scriu pentru 1 mol de substrat (a, = 1). Pentru ca sistemul să fie deter: 4 
“minat. vom avea nevoie de 5 ecuaţii. Patru dintre acestea se obțin făcînd 
bilanţul celor 4 elemente (C, H, O, N), cea de-a cincea necunoscută, putînd © 
fi determinată. fie prin: analiza chimica eaten eaa biomasei /produsului), | 
ae fie pei calcularea „coeficientului respirator“ | 


| $ 
După cum se poate observa, în ecuația (20) sînt. 6 necunoscute (a, a 


R ; Să moli CO, formaţi - et ; (21) 


moli O; consuma fi 


` Utilizarea ecuațiilor oec Moneiice de forma celor prezentate în tabe- 
ul 15 este utilă atît pentru estimarea consumurilor specifice cit si, așa cum 4 
se va vedea în cele ce urmează, pentru calcularea efectului termic al reacției; | 
- necesarului de: oxigen (pentru Ngee dak acrohe) etc. - ae | 
| PETRE Bo fal - Tabelul 15 4 
nae i Meant eb ae Stasehiinetvia unor bioprocese VS Ap eS | 


: : e 2 Bo A Referinţă . . 
CE a em = penapi | bibliografică A 
à > = = 0, $0 ¢ ex Rete No, 408 ack 21 co, Fi - i > | 
Py + 3,87 ae me Clamen (1973) J 
A, = 2, 4 Cy, sr: lao. SO, 2 hi 5, 4 CO, ie Clamen (1973) i 
atat REA i | + 11,34 H:O n pi 
C. utilis (D =0;08 h53) - - 0,314 C,H,20, + 0,750, + 0,19 NH; — Herbet (1976) E- 
DIS NS | 3 CHa NORO + 0,90 COs- ba i 
À i mae + 1,18 H:O ` S ii | 
C. -utilis (D = 0,06 h-t) .-]0, 865 CHOS =+ 1,12 One 0, 19 NH, — Herbet (1976) | 
ets ioe i] — CHy.s2No. won 16 oe 0, 70 CO, ae i | 
Ee Dea pis a o+ 1,60 H30 - aa, a iJ 
C. utilis (D = 0,45 n) 0,283 CgF1,205 -+ 0,57 Oa 3 0, 20 NH; - — ..| Herbert (1976) . | 
pu et ald e w — CHy.saNo. 20o. sa + 0,66 CO» a a | 
i À ls ah 1,04 H:O : E |. s i 
. S. cerevisiae CoH 20. + 0, 118 NH; = aar aie MRN = : Bottley (1979): 
= 0,59 CHy,232No.20000.481 + : : | 
` -+ 0,432 CaHsOa + 1,54 CO: + 
+ 1,3 CaHsOH + 0,036 H,O- 
i Cmte. AG" = — 40,06 Kcal dis fs 
S. cerevisiae | GoH,20,. + 3,918 O: + 0,316 NH; > Battley (1979) 
ee is ci -f 1, 929 CH yz02No, 12190. sso +4, 098 COs + ? 
+ 4,813 HO , f | 
E "3 E i AG? rats 471,98 Keal ? 3 ST 
S. cerevisiae | CHOH + 1, 851 O: + 0, 153 NH; > ` Battley (1979). 


A 1 ,030 CHy,20iNo. 12900o, 408 + 0, 970 COs 
i 0,970 CO, + 2,346 H:O ` ` ` ; 
: AG = — 199,19 Keal- or aad bs 
3, 1. 3. EFECTUL TERMIC ȘI EFICIENȚA TERMODINAMICA | 
A PROCESELOR BIOLOGICE 


nadie Sivlagice: sînt” exoterme, indiferent de Giese pi Stau utili 
zat, de condiţiile: de lucru sau de produsii obținuți. 

„Deşi cantitatea de căldură degajată în urma proceselor biologice este 
“mică în comparaţie cu cea degajată- în- procesele: chimice, nu trebuie neglijată 


d 


a 


a 


deoarece materialul biologic (microorganisme, enzime) este foarte sensibil la 
variațiile de temperatură. pete Lita “aa di 


Pentru estimarea căldurii degajate în timpul unui bioproces au fost pro= 
puse mai multe metode, unele dintre ele fiind prezentate în secţiunile ante- 
rioare. ; 


I) Calculul efeetului termic -al reacției pe baza oxigenului consumat 
sau al CO; degajat ; | oe 


= AH, e pene E pi 02 
K, = 104 — 124 keal/mol 0,; 
—AH, = Kees ; : ag 

Ka = 97 4 4 keal/mol CO 


unde : - 
—AH, este efectul termic al reacției (kcal); 
© Qo, — numărul de moli: de oxigen consumati în reacţie (identic cu 
ATE ASE 


Qco, — nr. de moli de CO, degajat (identic cu by). 


II) Caleulul efectului termie pe baza căldurilor de combustie ale substra- 
tului şi produsilor ne 


—AH, = (—AH,)(—AS) — (—AH,)-AX — 


— (—AHP,)(AP)) l (24) 
unde : | ha 7 

—AH, este efectul termic al reacției (kcal); 
—AH, — entalpia de combustie a substratului (kcal/mol); 
—AH, — entalpia de combustie a celulelor (kcal/mol) ; 
—AHP; — entalpia de combustie a produsului „J“ (kcal/mol) ; 

AX "cantitatea de biomasă formată (moli); ; 
—AS — cantitatea de substrat consumat (moli); 

AP; — cantitatea de produs »J format (moli). 


e Delerminarea căldurilor de combustie ale substratului se poate face prin 

mulle metode : i Í oF 

— utilizarea tabelelor de date termochimice pentru compușii chimic 
definifi ; AN 


me 


na 


— în cazul in.care nu se dispune de date tabelate si se cunoaşte com- 
poziţia procentuală: a substratului, produșilor și celulelor, pentru 
oricare, din “speciile menționate se poate aplica o formulă empirică 
derivată din cea propusă de Dulo ng pentru calculul -puterii ca- 
lorice a cărbunilor ; 

. 0 N 53 

— AH, = 8,07-C, 4: 34,43 (u i A kcal/g | (25) 

nde : A 
C, H, O reprezintă fractia masică de carbon, hidrogen si oxigen din 

moleculă. ` 
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Prin analogie cu relaţia (37) se poate scrie : 


a Ent EIn 6s Toy | (38) 
| "și OsYs l A | 
Din relaţiile de definiție pentru m şi č este evident că nici una dintre cle | 
nu. poate depăși valoarea 1. În acest caz se pot defini randamentele maxim 
„posibile pentru obţinerea biomasci (în absența formării produsului) și prođu- 
sului (în ipoteza. formării unei cantități neglijabile de biomasă): a 


Bag as SEE f Rae (SO 
Ai SvYo 

ag = E : (40) 
_SpY> 


Din ecuaţia (39) se observă că mărirea gradului de reducere al substra- 
tului (care determină de obicei şi creşterea fractiei masice de carbon) are efecte 
“pozitive asupra:-randamentului.. - IM i 
"Printr-un raționament asemănător se poate deduce, relația dintre randa- 
mentul raportat la oxigenul consumat şi fractia de electroni transferată la 
"oxigen (proportional cu căldura degajată în timpul procesului) — 


, : g biomasă formată à 
Yzjo'= EREI EE, Sf (41) 
g oxigen consumat 

` M; Yxıs L. gir | 

Vio iei. 42 
OI. 3 TSD ae 

Pita “ad Ă . = 

Cum M; = —se va obţine: 
rea Pee i beta he - ~ 3 - 4 
d 4 | i 4 3 $ x 4 p 
Yro. = Vas (43) 5 
3 at ea dvs fodos ., ş l | i 
“înlocuind b = = în ecuaţia (43) : i 
| ȘI 3 i a 
Yxjo -—— 4 Yxs- 5 (44) îi 
ea zi ded site os a 
Cu valoarea lui Yyys din ecuaţia (37), ecuaţia (44) devine 
3 ; Á Gof ve 
saul i i 

Yi =>: a ‘eee 
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2.2.1. CICLUL DE CREȘTERE 


in mod obişnuit fenomenul de creştere în sens biologic a fost definit ca 
o simpli adăugare de substanță nouă la o celulă sau la un microorganism 
(Donachie $i Begg, 1970). Cresterea microorganismelor este insa un fenomen 


‘complex, reprezentind o însumare a. proceselor metabolice din celulă. 


“es 


Din alt punct de vedere, cresterea este rezultatul interactiunilor dintre 
clulă și mediu, nivel la care se pot aplica legile termodinamicii, ale transfe- 
ului de masă şi de energie. În consecinţă, presiunea, temperatura, concen- 
ratia nutrientilor şi a diversilor produşi rezultați, precum și: aprovizionarea 
ontinuă a celulei cu energia necesară în reacțiile de biosinteza, vor influența 
reşterea. ' E 

Măsurarea. dezvoltării unei culturi microbiene se: poate face, în prin- 
ipiu, în două moduri (Luedeking, 1967). : 

— se determină creşterea, intelegind prin aceasta sporirea masei cul- 
urii 5. ort | | | | în iS = 

— se determină multiplicarea, adică mărirea numărului de celule (a 
ivelului populaţiei). 7. r i i 
` Pentru toate microorganismele unicelulare, creşterea se poate carac- 
criza prin cîteva etape: mărirea dimensiunilor celulei, diviziunea celulei si - 
epararea de celula mamă (Slater, 1984). Această prezentare se aplică atit 
a fisiunea binară (bacterii), cît -şi la mecanismele de înmulţire prin înmu- 
surire (drojdii). Acest mod de definire prezintă și avantajul cuprinderii 
clor 2 aspecte : creşterea (în biomasă) şi multiplicarea (sporirea numărului . 
le indivizi). | | i | în pă 

Pentru a aprecia dinamica multiplicării, se poate utiliza un sistem de 
‘ultivare închis (discontinuu) în care creşterea este limitată la un volum 
ix de mediu, a cărui compoziţie se modifică in timp, atit datorită epuizării 
uutrientilor, cit și adăugării produșilor de metabolism. 

Reprezentarea| grafică a concentraţiei celulare (exprimată ca număr 
le celule, densitate optică sau substanță uscată), în timp descrie fazele ci- 
‘lului de creştere a microorganismelor (Monod, 1949). Procesul evoluează 
n șapte faze sucesive, în funcţie de viteza specifică de creştere (Blak- 
brough, 1967, fig. 5). | (dle 

Limitele fazelor ciclului de creștere sînt considerate de obicei în punctele 
in care se modifică panta curbei de creștere. Deoarece viteza de creştere și 
ea de multiplicare pot fi aproximate una prin alta doar pentru o scurtă pe- 
ioadă de timp din faza exponențială, ele coincizind (aproximativ) doar dacă 
mărimea medie a celulelor rămîne constantă, delimitarea fazelor de creștere 
va depinde de metoda utilizată pentru caracterizarea dinamicii populaţiei. 

Faza de latenti.. Numită și faza de inducţie sau faza de lag, începe 
in momentul transferului celulelor în mediu (inoculare. sau insamintare) și 
ia sfîrşit în momentul în care acestea încep. să se multiplice. În această pe- 
ioadă populaţia microbiană rămîne constantă. 

"Durata fazei de lag exprimă intirzierea creșterii reale fafa de creşterea 
teoretică în absenţa latentei (Zarnea, 1984). Ea poate varia de la citeva 
minute la cîteva ore. | | 

Faza creşterii accelerate. A fost descrisă ca o perioadă în care reacţiile 
care alcătuiesc metabolismul celular isi măresc continuu viteza de desfășu- 
rare, tinzînd către viteza maximă ce va fi atinsă în faza exponențială. 


În urma cercetărilor întreprinse (Winslow si Walker 1939, Hinselwood 
1946, Monod 1949) s-au desprins următoarele concluzii : 

a) În timpul fazei de lag viteza de crestere este mai mare decit viteza 
de multiplicare si, drept urmare, dimensiunile celulelor sint- mai mari decit 
oricare altă fază a ciclului de creştere. Pe de altă parte, activitatea enzima- 
tica, exprimată prin volumul/de oxigen consumat sau volumul de dioxid de 
carbon degajat raportat la substanța uscată totală, este aceeaşi in faza 
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| Din aceste motive, -modelele propuse pentru determinarea. cinetică a 
„proceselor de interacţiune între celule si mediul în care acestea se află consi 
tin, de regulă, aşa- -numitele ecuaţii de bază ale creşterii microorganismelor, 

Aceste ecuaţii au fost deduse considerind procesele ce iau naştere in 
timpul creşterii microorganismele în condiţii ideale în care toţi nutrientii 
necesari pentru o creştere echilibrată sînt prezenţi în exces. | 


‘Slater (1984) consideră că pentru ‘scopuri conceptuale deducerea 
“ecuaţiilor de baza ale cresterti microorganismelor se poate face în ipoteza 
că acestea se înmulțesc printr- un proces de fisiune binară. Aceasta înseamnă 
că celula creşte în mărime pînă la un punct, după care celula cil aia se 
scindează în două celule-fiice identice (Zarnea, 1984). 

Deci, ecuaţiile de bază ale creşterii se pot aplica şi pentru microor ganisme 
la care: creşterea nu decurge prin mecanismele fisiunii binare, cum este cazul 


- creşterii” drojdiilor (înmugurire).. 
Aşadar, în condiţii ideale (nutrienți disponibili în exces), calea pe care 0 


„urmează dezvoltarea unei populaţii va fi a: indiferent de modul de or- 


aS ganizare - şi de structura organismului. 

În toate cazurile, analiza cinetică a procesului va presupune că se men- 
tin condițiile ideale si deci că produși de metabolism nu vor modifica condi- 
tiile fizico-chimice predominante ale mediului înconjurător. 

"În orice moment s-ar face, analiza unei populaţii in creştere va dezvălui 
„că, în medie, toate celulele vor consuma nutrientii disponibili, vor produce 
biomasă și vor creşte în mărime exact cu aceeaşi viteză. Examinarea unci sin- 


_. gure celule din: întregul populaţiei va arăta că după O. perioadă de timp echi- 
valentă cu cea necesară pentru ca celula să crească în mărime exact de două. 


ori, ca se va divide pentru a produce două celule-fiice. Acestea vor avea aceeaşi 

compoziţie una fata de cealaltă şi față de celula-mamă. Dacă în continuare 
condiţiile de mediu se: mențin favorabile; ambele 'celule-fiice vor repeta pro- 
cesul de creştere si diviziune, fiecare gencrind ‘alte două noi celule. 


„Pentru toate microorganismele unicelulare, creşterea se: poate caracte- 
tien prin mărirea dimensiunilor celulei, dividerea celulei si separarea de ce- 
lula parentală. Această caracterizare se aplică şi la fisiunea binără si la me- 
cânismele tip înmugurire. Tot din acest mod de definire rciese că creșterea 
populaţiei este dată de o creștere a numărulul de celule (pe unitate de volum 
de populaţie) si de o creştere în biomasă (pe unitate de volum de populație). 

Pe aceasta bază, Slater (1984) propune două căi diferite, dar în 
mod evident. inrudite, de “deducere a Sena tiros de bază ale creșterii. 

"2, 2.2.1. DEDUCEREA ECUAȚIEI DE CRESTERE PE BAZA SPORIRII 
NUMARULUI = CELULE 


i 


Procesul de creştere ciclică deseris anterior si repetat Sen fiecare ge- 
neratie este prezentat în tabelul 16 (Slater, 1984). 

Prin: definiţie, timpul scurs între generaţia (n — 1) şi. generația. (n) este 
constant. dacă se păstrează stabile condiţiile de mediu. De . asemenea, 
viteza de sporire a numărului de celule din. populaţie creşte în timp. Concret, 
viteza de creştere este. guvernată de doi factori majori. În primul rind, viteza 


este controlată de natura intrinsecă-a organismului, adică potenţialul și str uc- 


_-tura sa genetică de bază, care îi determină caracteristicile fiziologice. În al 
doilea ‘rind, viteza de. creștere a populației poate fi substanţial “modificată 
de factori extrinseci, datorati „mediului înconjurător : a microorganismului 


(vezi subcapitolul 2. 3). 
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Deci. viteza de creştere a numărului de celule în timp este variabilă; 
fiind impusă de tipul de organism şi de natura mediului din jurul celulei. 
Pentru un anumit organism si în condiţii de mediu constante, timpul. de du- 
blare a mărimii unei populaţii este o constantă caracteristică, cunoscută sub 
numele de timp de dublare, ła (unităţi de măsură : timp). În: mod teoretic, 
timpul de dublare are trebui să fie acelaşi cu timpul de generare pentru 0 
singură celulă (creştere şi dividere în două celule-fiice). Dar, datorită faptului 
că diviziunea celulei nu este legată foarte strict de mărimea ci, putind să 
rezulte două celule-fiice care să nu aibă exact aceeași. mărime, se poate vorbi 
de o distribuţie a timpilor de generare. Teoretic se poate calcula un timp 
de generare meăiu, care este echivalent cu timpul de dublare.’ În practică, 
‘este însă mult mai simplă determinarea unei proprietăți macroscopice a poz 
pulatiei, cum este numărul de celule pe unitatea de volum. Variația 
acestui parametru în timp descrie dezvoltarea culturii. Vara 

Din datele cuprinse în tabelul 16 se vede că factorul de multiplicare între 
generații este constant si deci mărimea populaţiei din generaţia. (n) depinde 
de cea a populației din generaţia (n — 1). Sau, altfel spus, mărimea popula- 
tici după un anumit timp de creştere, x, depinde de mărimea populaţiei ini- 
tiale, To si de timpul de creștere, î. Se poate scrie: | 


aye ad MA 
dar | i o cheat tă a | | 
„deci Tee ee 


Ecuatia (48) are forma generală a unei ecuaţii exponentiale si caracte 
zy yd J AY e : Lod ‘gt ` e A aro . 
rizează modul de creştere al unei populații microbiene în condiții optime 
În practică se foloseşte mai mult forma logaritmată a ecuației (48) : 


"na In Ly pn 2. | Pe (49) 
. Ei ` F a 3 y q a A 


2.2.2.2. DEDUCEREA ECUAȚIEI DE CREŞTERE PE BAZA -SPORIRII 
POPULAȚIEI ÎNTR-UN INTERVAL DE CREŞTERE MIC 


Într-o populaţie eterogenă există un amestec de celule aflate în diferiti 
faze ale ciclului lor şi avînd timpi de generare individuali. variaţi. La un m 
ment dat, o fractie din această populaţie se află în faza de, diviziune cel 
lara şi deci determină o creştere în mărime a populaţiei. | 
Se consideră că la momentul ł = 0, mărimea populaţiei iniţiale este 
După un interval mic de timp Al, creşterea „mărimii populaţiei va fi Af 


Raportul Az/Al depinde de valoarea lui 2, : 


— 2 Tto 5 

. g At, 7 - . l i 
Trecind la limita in ecuatia (50) (t+ 0) se va obţine : 

A | iit areas fh den | VE 

| IM = = — = Uut, . - ~ 

t0 At EIN ( 


unde : u este o constantă de proportionalitate, cunoscută sub numele í 
viteză specifică de creștere (unități: timp~).. N 


* 
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Constanta u, definită prin ecuația (51), 
are o semnificație biologică. precisă si este 
o măsură a numărului de indivizi noi 


i > SU RE Pa e) 
generați de un anumit număr de. indivizi 2 

„existenți, într-o perioadă fixă de timp de 316 
creştere. Din’ aceleaşi motive expuse pentru. & 

la şi valoarea lui u depinde de microorga- 28 

nismul folosit si de condiţiile de mediu. În at 

condiții optime de mediu (nerestrietive) E |. 

' . . 3 . t= 

pentru un anumit organism; se obține va- E 2 

loarea: maximă a lui-u. În aceste condiţii Z] 
i=) 


> Putem vorbi de. viteza specifică maximă 
de creştere, Umar ; 
Se: integrează ecuația (91) între urmă- 


0 a 5 
Nr. de generaţii sau timpul - 


Fig. 7. Reprezentarea grafică a ecu- 


toarele limite EA : atici (52). 
| i—0 l C= Mr 
fai [k t=T, 
Si se obține soluția : | AN | 
| In x, = In 2 pt, (52) 
sau y T : i 
Tı = Tett. i Fe (53) 


l Reprezentarea grafică a ecuației (52) este similară cu cea a ecuației (49) 
(lie = 7). a Me AA 
„ Prin compararea: ecuaţiilor 49 şi 52 se obține 


036939 + "In 2 * | (54) 


ay : 5 q la: F ta i i 
Din matematică se ştie că panta unei drepte este egală cu tangenta un- 
ghiului format de dreaptă cu o paralelă la axa Oy dusă printr-un punct al ei. 


LEA tir N (55) 


unde : z; si x; sînt mărimile. populaţiei la momentele /; si respectiv t; (;>lu. 

Ecuațiile. de creştere prezentate au fost obținute considerînd populaţiile 
formate din celule individuale, iar viteza de creştere exprimată prin sporirea ` 
numărului de celule din populaţie) (Slater, 1984). Dar există si alte moduri de 
exprimare a mărimii populaţiei : numărul total de celule față de numărul 
de celule viabile, greutatea biomasei, conţinutul de ATP, de lipopolizaharide 
sau de acizi nucleici. Deci x poate fi orice parametru, a cărui valoare este pro- 
porţională cu mărimea populaţiei. Unii parametri, cum sînt conţinutul de 
ARN sau de proteină, pot varia semnificativ în diferite condiţii, iar aceste 
Variatii pot să nu ‘se reflecte în valoarea vitezei de creştere. În practică, este 
preferabil să folosim pentru exprimarea lui z, acel parametru care să ps SUIS 
Compoziţia completă a celulei. De. obicei, acesta este biomasa, exprimată 
in grame de substanta uscata -pe unitatea de volum. Această alegere este 
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potrivită pentru că si i alte procese oie În creşterea inicroorganis mei 
-cum este utilizarea substratului, folosesc unităţi echivalente. În acest mod 
comparatiile între folosirea- substratului, producerea de biomasă, şi ae 
mentele de crestere sînt mult mai uşor de înțeles. 


| 


22.243, MODELE MATEMATICE PENTRU CREȘTEREA MICROBIANA 
CU TPU DE AUER IENEI 


“Boala a e IE ri SA cool ecuaţiilor de bază ale creşterii microorga | 
nismelor, s-a presupus că toti-nutrientii necesari sînt prezenţi în ‘cantității 
nelimitate. Astfel de condiţii pot exista doar pentru perioade scurte de timp 
(la începutul unei cultivări în şarjă de exemplu). | 

Consumarea substratului limitativ impune restrictii aspre mărimii final | 
a populatiei, iar cei doi, parametri sînt proporțional unul cu altul: 


T R O p > n (SR 
unde : S, este concentrația ee eat a substratului limitativ ; a 
th vt; = mărimea populatici finale. | Chm 
Deci : x, = Leia e T i (BD 
unde : At ii i i 


tere Reniy Nala 


Tinind seama si de mărimea vetei inițiale, Tos precum Şi de concen 
tratia finala a substratului limitativ, S; ecuația (57) ea 


Yalak So - = s6) = 2 Up — Cast ind i | : 68) 


| „Cel mai simplu, Yujs se poate defini 'ca greutatea aes produse de} 
unitatea de substrat limitativ. În cazul in care x, se exprimă in grame di 
» biomasă pe litru, Yas Va avea ca unităţi de măsură grame de Dig ana Pr 
dusă” pe gram de-substrat utilizat (vezi subcap. 2.1.1.1). : | 

"Termenul de randament sc referă, de fapt, la cît de rant din sibstedl 
tul disponibil este utilizat pentru producerea de biomasă, fata de cantitate: | 
folosită pentru generarea de energie necesară in reacțiile de biosinteză. 

S-au propus multe * moduri de exprimare a randamentului de creştere 
observat pentru. a găsi o bază adecvată pentru compararea diferitelor or 
ganisme, substraturi și condiţii de cultivare (vezi subcapitolul 2.1). | 

Monod (1949) este primul care a: stabilit o relaţie între concentrați | 
substratului limitativ si viteza specifică de. creștere. El a adoptat ecuatial 
Michaelis-Menten din cinetica enzimatică la creșterea mieroorganismeloi 

Relaţia dedusă de Monod (fig. 3) este : 


KaT rS 
H Umax K, +8 
în care ae „este concentratia substratului limitativ, en. 
| pp “viteza! specifică de creştere ; (Mo 
maz — Maximul vitezei specifice: de creştere ; > (ht 1) 
KR ae constanta de saturare” care este echivalentă cu Bo 
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Constanta de saturare este o măsură a afini- 
tatii organismului pentru substratul limitativ; 
o valoare mai mică a lui K, înseamnă o afini- 
tate mai mare pentru substratul limitativ. si 
deci o capacitate mai mare de a creşte rapid - 
la: concentraţii scăzute de substrat limitativ. 
Din reprezentarea grafică p = f(S) (fig. 8) 
„se observă că: fered. Ta 
_ — la concentrații mari de substrat (S > 
K,), ecuaţia. (59) devine :. - Zi ees RRR PRL UA Re na 
i en eas al RR VS ol pan ti eee Fu | 


“we 


sueciticg 


crestere | pa „nl | 


Viteza 


descriind o cinetică de ordin zero ; TAF eA 
— la concentrații mici de substrat (S < Fig. 8. Reprezentarea grafică a 

Re Seo ecuației Monod : TA 
curba AS "uy. =0,5.9(h=)% 


K,), ecuaţia (59) se transforma in: 


F S _ K, = 0,1 (g/l); 
U = Umar > (60 b) curba! BA Wa = 0;5 Ga) 
K, K, = 0,5 (g/l) (Slater, 1979). 


relație care descrie o cinetică de ordinul 1. L pe. 

Din ecuaţiile (57) si (58) reiese că într-un interval mic de timp, Af, 
populatia-va crește in mărime cu.o cantitate mica, Az, ca o consecință a 
utilizării unei “mici! cantități de substrat limitativ, —AS: Deci: | 


= <= ys | (61 a) 
| lim | — <=] iz — E Yas (61 b) í 


Înlocuind pe dz din ecuația (51) în ecuatia (61 b) se obține (după rea- 
ranjare): = hrs Aa | 


eg 5 eat 


Semnul iat indică o scăderea concentraţiei substratului în timp. Con- 
Stantele u, si Yas pot fi înlocuite printr-o altă constantă, q) viteza specifică 
metabolică, sau coeficient metabolic, obţinînd : 


i 


oe SRS (63) 


Viteza specitică metabolică se defineşte ca viteza de consum a substra- 
tului limitativ de unitatea de biomasă în unitatea de timp (unităţi de măsură ; 
rame de substrat limitativ pe gram de biomasă si pe oră). 

Cei doi parametri de bază implicaţi în creșterea populaţiei microbiene, 
sporirea numărului de celule sau a concentraţiei de biomasă si scăderea con- 
entraţiei substratului limitativ de creştere, pot fi modelati în multe mo- 
luri (tabelul 17). | | 


: T7 


B 
Tabelul 17 f 


Modele cinetice pentru creşterea microbiană cu limitare de aubstrat 4 
i Pont i (Moser, 12939) Wa bs DA a a: 
a e | Modelul cinetic Referinţă V 
=, = HTA | Monod 1942 
ja U maz SI PEF ; | onod (1 Vv 
= Haat — e-Sih Teissicr (1930) 
maz — alk € 
1 = naz ————— i 1 
p yE DE | ontois (1959) 
ee È E EA Powell (1967) : 
J (Kit K+ s | MR. 
=p s pentru S< 2k 
3 ve oh 2 3 
i u = Umax, Pentru S > 2k ii - | Blackmann (1905) 
Uae = ubz - A erent E Ma izono; si Asai (969) 
H 
aain con | 


2.2.2.4, ECUATIA LOGISTICA cita | > Sa i 


| Studiile întreprinse asupra dinamicii. ai) populațiilor au scos fil) 
igre ecuagia empirică care deserie pparixea unei Pane: | | 


Se = Umax X ( = =), ti, | (64), 
mara A 4 
Variabilele ay Și x, sint cele definite anterior. Această ecuaţie as 
crie variația densității populației din momentul în care începe crestered 
(începutul fazei exponentiale). La începutul ciclului de creştere în sistemi 
i discontinuu, atunci cînd concentrația biomasei este mică, IEA are o valoare) 
mică, iar termenul [1 — (x/x;)] tinde către valoarea unu și deci ecuaţia (64) 
se va reduce la ecuaţia (51). Atunci cînd x crește, tit, va tinde către unuj 
iar termenul [1 — (x/x,)] va avea o valoare mult mai mică decît unu. „Acesti 
termen va avea o acțiune restrictivă asupra vitezei de creştere: În hohen 
in care populația atinge nivelul maxim, x = E7 și [1 — (z/x,)] = 0 și dog 
dz/dt — 0, ceea ce reprezintă o caracteristică a fazei in. care populaţia atinge 
nivelul maxim. Acest! model descrie creşterea populaţiei, dar nu tine scan 
i 


decit de, un factor, xy, care limitează creșterea. Pentru că nu identifică şi alte 


variabile cu valoare limitativa, se „consideră că modelul eig este in marti 
masura empiric. t 


£ 


» Pentru a determina fia de creştere la o PERE Li; ie a a 
se poate folosi ecuaţia: à | 


- Pe kr l | 
B= tines (1 =e E, | SĂ 


Înlocuind aceasta expresie a lui u în ecuaţia -(12) se obtine : 


_ 8 mall = (a l (66) 
Td ee Se ga E Fee 


Printr-un calcul iterativ si folosind ecuaţiile (64) si (66) se poate caleula 
creşterea în populaţie sau concentraţia de biomasă precum si scăderea aso- 
iată a concentraţiei subtratului limitativ. 


:2.2.25. MODELUL DE SATURARE 


„Se poate descrie ciclul de crestere a microorganismelor şi cu ajutorul 
nui model bazat pe ecuaţiă Monod. Pentru aceasta se substituie expre- 
a lui u din ecuaţia. (59); obtinindu-se următoarea Tel: i Pi te 

7 dr mar St (67) 
dt. (K, + 5) 
„Pentru primele faze ale creşterii, cînd S> Ky raportul S/(K, + S) 
nde spre valoarea 1 și ecuaţia (67) se reduce la ecuația de bază pentru 
cesterea exponențială, în condiţii nerestrictive, 
— = Umar't: N (67 a) 
f S : | 
Atunci cînd S tinde către valoarea lui Ky, raportul S/(K, +S) devine 
e iza pa. og 4 ie la : dz 
foarte mic, ceea ce limitează. viteza de variaţie a biomasei în timp E — 0,. 


faza staţionară |. 


În |fig.. 9 şi 10 au fost reprezentate influenţa variaţiei valorilor lui sai, 
ȘI K, asupra dinamicii creșterii microbiene. | 


=~ 0,5 
D 
a 
x 
0- -25 pe ; l 5 
APĂ 3 ear Timp [h]. 
Fig. 9. Influenţa lui umas asupra Fig. 10. Influenţa valorii „constantei de saturație 
concentrațiilor de biomasă si sub- -asupra concentrafiilor de biomasă și substrat (Moser 
kurT 1985). 


Umaz = 0,6 ; 0,8; 1 (ho); 
o=1 Na) Xo=0,05 (gf); 
Yo = 0,5 Și - 
K, = 0,01 (g/l) ; 
(Moser, 1985), 
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Un parametru importante in studiul creşterii- microbiene este Se 
loarea concentratici substratului la care viteza are valoarea maxima. 

in relatia (51) vom nota viteza procesului biologic prin ee cu vi 
"teza reacțiilor chimice, cu Vaz: 


Le 


d Ung = HX, | iat | K NA (68 


„Şi, înlocuind în ecuația (67 valoarea lui Ty din ecuația (58), se obține : 


de SaR i S[Xo + SOS. PET S). 


e E a e ara ha, Ra (69) 
a Ra or Mes Ke: a 
Deriving în raport cu S-se obține : | | 
i Ovnz t5 A als* “$2 2Y, K, S— Klity + Yate" *So) a 
as PELA A P MPPG S): A 


Prin anularea primei der ivate se obține un punet de « extrem (în acest caz w 
punct qe maxim), Smas : 


Sinaz ote 2K, T T K, Tis zA 0. 


als 


Acte ied această ecuație de gradul doi. în /S;. rezultă valoarea lui Snas 


Sua =/ RPE EA Y a Ke cao ae 


` Cunoscînd, valorile parametrilor implicați, se poate’ determina; “ie exem 
plu, momentul optim de trecere de la cultivarea discontinuă la cea con 
Pentru aplicarea în practică a modelului Monod este necesara, | 
primul rînd, determinarea parametrilor cinetici u si K,. Pentru determina 
vitezei specifce de creştere, pot fi folosite două tipuri de metode :: 
a) metoda integrată ; 8 


b) metoda difer ențială. 


a) Pentru determinarea vitezei specifice de creştere se- -reprezintă ng 


= î(0 (fig. 7) conform. relaţiei (52). Relaţia numerică de calcul a lui p se de 
duce. din ecuația (52): 


In x, — Int 
i (dr to) 


Atunci cînd datéle experinientale au o împrăştiere mare in jurul curbe 
teoretice, pentru calculul lui u se poate mas o metodă de regresie liniar 
„(metoda celor mai mici pătrate). | 


PI e), Metoda diferenţială este utilizată în, cazul unor modele. m compl 
cate,-dar ca necesita date exacte sau în număr mare. 


 Ea'se bazează pe împărţirea curbei de creștere în intervale cates cit m 
mici posibil și (ist dance lui yp, panta dreptei C= o), cu duco ul relației 


rare) eee 
i Pk jr ( 
Prin prelucrarea relaţiei Monod (59) sub forma: 
AU eK y YP Ro ey 
oe sur rake Dan em (ZA 
Bo. Hmaz ` SU maz 3 ; 
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rol oo 


—— 
—— 


tga = Ks/pu MAX . 


— —r 


; f S i 
. Fii. 11. Metoda -de  liniarizare.. Lineweaver-Burk : 


AAKS: ; i s al n 1 


1 3 ë . 
— = i{=] conform ecuatiei (71). 
p s i Jatra 


se obține așa-numită linearizare Line weaver-Burk (1934), care oferă 
posibilitatea. determinării simultane atît a valorii lui Umaz» Cit si a: valorii 
lui IC; (tg: ta | : pa săi state gl e 
Deși este o metodă destul de utilizată, prezintă marele dezavantaj al 
unor abateri mari la concentratii mici de substrat, așa cum se observă din 
fig. 11, unde cu linie punctată s-a delimitat domeniul cu un nivel de fnere- 
dere de:95%,. + | 
O metodă de liniarizare care prezintă deviații mai mici, Şi în consecință 
este superioară reprezentării Lineeweaver-Burk, este cea propusă 
de Langmuir (1918). Aceasta se bazează pe transformarea ecuaţiei (59) 
în forma : d în ai ot, (aps oy ni 


” 


Umax H maz 


În fig. 12 este reprezentată grafic această relație si intervalul de încre- 
dere de. 95%. MEA ph 

O metodă complet -diferită, propusă de Eisenthal. (1974), pentru 
cinetica enzimatică si care se recomandă prin simplitate, constă în reprezen- 


t Wee fa Ser 


— Ks 


Fig. 12. Liniarizarea ecuației Monod conform, me- 
` todei Langmuir (1918). ; 
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tarea valorilor concentraţiei e acului pe. port tiunea negativă a abscisei ş 
valorilor vitezei de creștere în partea superioară a ordonatel. 

Prin trasarea dreptelor ce unesc perechile de puncte. experimentale se 
obține un punct de intersecţie care. „conduce la determinarea grafică a va 
lorilor umaz $i K, ecuaţia (fig. 13): 

Deoarece, modelul Monod este valabil Agen in faza creşterii exp 
nentiale, s-au făcut diverse încercări, pentru extinderea ae şi pentru celelalte 
faze. ale ciclului de creştere. | 

Durata fazei de. d este definită de Hin se lwo o a. (1944) ca findi 


heri 2 sctog(= ‘eg | | (73) 
Y | b : Bmaz i To | á 3 
ceca ce este echivalent cu: ee i mamă ‘a 
ite ia oii (=). PR - (74) 
zu: HU maz To i p= SE PNDC p 


Prin timpul de lag în concepţia lui Hinselwood se înțelege timpul 
„scurs de la inoculare pînă în momentul începerii fazei exponentiale (adica, 
primele două faze ale ee de crestere, aga cum s-au dema în subcapi 
tolul 2.1), 

Utilizing. timpul de lag drept parametru, B er ret cr: și Knor re 
(1972) au obținut următorul sono : 


Say ee NL RITA a 
ul i= Ln SIK. (1 - e r) ; ( l 


i figura 14 se ilustrează posibilitatea de deducere a. ‘Ani Umax si i 7 con 
_ form ERS oe de. Hinselwood. 


a $ 
 presp. pn 


“ESs ESCA a es -S3 325) | Ks 
a =S "S resp Ks — 
Fig. 13. Reprezentarea directă te = f(s) si maz = BR) (Eisen-- 
thal şi. Cornish- Bowden, 1974). 


aa 


inal tgx = PE ră 


Fig. 14. Estimarea ~ grafică a peri-. 

Jir oadei de: lug şi a vitezei specifice 

maxime de creștere (Hinshelwood, 
. 1946). í 
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În procesele de durată mai lungă, o parte din celule mor. Admitind că 
numărul de celule care mor este proporțional. cu numărul de celule viabile, 
se poate defini viteza specifica .de moarte a celulelor similar. cu viteza speci- 
fica de creştere, prin ecuația : 


| e ai EA ba ee, ea Su 
"În acest caz, viteza specifică aparentă de creştere, ua, este dată de relația 3 
l - la = pu — Ums l è (77) 
iar concentrația celulară : fi j 


X= Vel mt, (Z8) 


2.2.2.6. MODELE MATEMATICE ALE METABOLISMULUI 
l = DE ÎNTREŢINERE ȘI ENDOGEN 


[A 


Cercetările experimentale au arătat că presupunerea existenţei unui 
randament de substrat independent de timp, de concentrațiile participan- 
filor la reacţie, de viteza de creştere, este de multe ori doar aproximativă. 

Din punct de vedere termodinamic, sistemele cu un înalt grad de orga- - 
nizare (cum sînt microorganismele) se pot menține doar prin disipare de ener- 
gie. De aceea, existenţa unei surse de energie este necesară nu numai pentru 
creștere dar şi pentru așa-zisa „menţinere“ (Pirt, 1965). | 

Pirt (1975) presupune că o parte din sursa de energie consumată (AS) 
cste folosită pentru creştere (ASc), iar.cealaltă pentru menţinere (AS,,) : 


| AS = BSF: AS eae, apio 


Energia pentru menţinere poate -fi definită ca acea parte din energia 
biologică disponibilă, produsă prin catabolism, care nu este folosită pentru 
Diosinteză. Ea reprezintă. utilizarea ATP pentru: menţinerea gradienţilor 
„de concentraţie între celulă si mediu, motilitatea celulei, resintetizarea 
compuşilor instabili, precum si energia pierdută prin hidroliza ATP. — 

În aceaste condiţii, randamentul | 


Se REHAT $ 
Yrs = — —————. | (80) 
3 å AS, + AS» - 

În cazul în care AS, x 0, se obține randamentul „adevărat“, care este 
constant. . Pi Sal ai 

Se admite că viteza de consum a substratului pentru menținere este pro- 


porțională cu concentraţia celulară ‘conform relaţiei : 
| AS) 
E al ae IND, e, (81) 
A At s 


in care: constânta de proportionalitate „m“. se numește coeficient de men- 
tinere, | 

Ecuația de bilanț pentru sursa energetică este următoarea : 

viteza totală | viteza de consum cre de tre) 
x pentru creştere pentru menținere 


de consum 
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adică.: 


ea “ar eat 
Prin înmulţirea termenilor ecuației (82) cu. {= 1) şi jinind s seama de 
a Az ae MONS 
nem a i da Breet At 


ecuatia (32) devine : 


i al 1 | | oe ar tig „(83 a) 
Sara, At Yars Cc At ` 


Pentru intervale de timp foarte mici, diferențele finite se ‘transfor mai in. di 
ferenţiale : 3G j - 


j SiE dv. 
ris ‘jim = = - 
ae sit a AEG At dt 
şi ecuaţia (83 a) sé . poate serie sub forma : 
Iza, th) ae îi Co a 
Yars. dt- : e. aqp: te re j 


i y Yars), 


să 
înlocuind pe E ou expresia din ecuaţia 60), se obţine relaţia : 


1 1 ria în - 
def 3) ua + me, Ga . (84 
l Kite AG ahs CEE A aa 7 ! 7 | 
iar după împărţirea prin (uz): 


a TE 4 


Ya Vara | i, n f. E 


Se observa că ecuatia (85) are o formă asemănătoare cu ecuaţia a 
| Pentru determinarea parametrilor (m $1. Vale), se poate talia reprezentanti 
grafoa — — (5) (fig. 15). 

i zis. m 

Herbert Şi apoi Mar r (citati din Pirt, 1975) au definit energii 
pentru menţinere ca un consum de biomasă prin metabolism endogen, astfeli 

ay )- eee es ak ano 
; observată „„Atotală . consumată ai 


Doua Ac po he ÎN 


Fig. 15, E foi nare kritan a fanda- | — 
mentului de substrat şi a’ coeficientului 
2 de PRICES pere, (Pirt,: 1975). 


pati 


unde : pp este. viteza specifica de creștere totală ; 
a — viteza specifica: de disparitie a biomasei. 
Preluer ind ecuaţia (86) si notind : 


` ; f ur — a= H, 
se obțimbi prin inlocuire în ecuaţia (85), relația : 
"ii Idea cil aul a Loa. > 
— = = 87 
Yi “i Yara le Fă B | Yate a ( 


„unde : y este viteza: SPECIAL de creştere: observată. 
Prin compararea ecuaţiilor (85) şi (87) se obser vă că: m= ia = j (88) 
als 


In literatura au fost. propuse. mai multe modele matematice care si ex- 
prime metabolismul de întreţinere şi endogen. Citeva dintre acestea sînt 
prezentate în tabelul 18. | 2 

jfi - Tabelul 18 


Modele matematice bazate pe metabolismul de întreţinere și endogen - 
(Moser, 1985) 


Schema reacției "i aa modelului | Parametrii irinel 
‘ s je _ 1 (95 |.Pirt (1965) 
f pr peal Xie . x 
oo ` si 
es menjinere h AX = uX +, m= ct 
d dt. 
g> ~ ; 
u a 7 LA 
_S—> A rtabtle m Kin Z (u — a)X í | a=ct 
; 
aba OF și 
| T avg A 
sd =—— uă 
di aay 3/5 
A 4 7 S k J 
k = = 1 es = K Humphrey 
„Ka # const == f(S) | Ha = ua, mfi i ) 4 (1978). 
(Ka = constanta de viteză pentru moarte) 
m + const = f(S) CO ERTE ER K, Gutke (1980) 
K+ Ss l 2 : 
> R- ar zags dr ( = az | a £+ const 
Vs Atu X moarte a Fă p 
?) = ESI 1 i i : 
D thentinere TSF = Yu. tee + met m # const 


DR a o 
Notă : ka este constantă de viteză pentru moartea celulelor ; 

a — viteză specifică de moarte a celulelor ; ' 

Ka — constantă tip-de saturare pentru moartea celulelor ; 

K. — constantă tip de saturare pentru metabolismul endogen ; 3 

m — coeficient de menţinere ; 


[ = ) i | = ) — viteză de variaţie a concentraţiei celulelor (respectiv a substratului), 
d | 


a | A 


Diferenta fests randamentul de substrat global (Vays), si randami 
de creştere constă in aceea că primul reprezintă o mărime direct măsurabil 
in timp ce- ultimul (Y,,,)- este un parametru. bazat pe postularea ` unui model 
valorile sale depinzind de valabilitatea acestuia. 

Desi ecuația (88) asigură echivalenta modelelor propuse de, Pirt (ec 85 
şi Herbert (ec. 87), între ele există totuşi o diferență, Primul:model consider 

că energia necesară. menţinerii provine din consumul unei parti din substrat 
(ipoteză plauzibilă în cazul existenţei unei cantităţi suficiente de “substrat 
în timp ce ultimul consideră că necesarul energetic pentru menţinere este asi 
gurat pe seama unei părți din biomasă care se. autolizează (situație intil 
nita in cazul consumarii BN a eul) 


i 2.2.7. MODELE: cu INHIBITIE DE SUBSTRAT SAU PRODUS. 


Cele mai multe modele de acest tip. sînt pal e ca: si ce M onod 
din teoria cineticii enzimatice, in care Apa termenii de inhibitie competi 


tivă sau. necompetitivă. j 
; În cazul primului tip, inhibitorul intră, în anaa cu ubani ast 
fel. încît acesta nu mai poate fi consumat de. celule.. 
meh ‘Schematic acest proces poate fi reprezentat astfel : x 
as Bo EEE Sef 
Constanta de disocicte este.: Pe 
ee a 
SxS}... | E 
“Analog, s se poate scrie pentru inhibitor : 3 
XpISHI Eo 
ee XIII . es se “(90 
EESK ; z A 
Suta limitativa a ‘procesului éste reacţia “de iri a produsului 
| XSOP$X OO 


a cărei viteză este „dată de „relaţia : 


m ROS) | E a | a 


oe 


Tinind seama de. oe 


= [X] + [X5] + py — 
unde: x este cantitatea de biomasă totală. - | 
Şi apii n metoda stării eoa se. obfine : 


h= nee —— 
| eas 
: E 

unde : i este concentraţia Sibibitocului n ie E E 


Prezenţa inhibitorului modifică alura SA ve 
i curb rin 
fazei de creștere decelerata (fig, 16), ei, de crestere prin | A | 


În cazul: inhibitiei necompetitive, 
inhibitorul „reacţionează“ cu biomasa 
în alti „centri activi“ decit cei folosiţi 
pentru consumul substratului limitativ. 
Deci inhibitorul nu este: competitiv în 


raport . cu substratul, dar poate îi 3 
competitiv în raport cu un metabolit. 3 
Procesul este: descris de următoarele 5 
reacții: a 
„18 
ile Bi SE me 
AL eet la XA. - 
. | i WMD, =m 
XS + I= IXS 
SDi N PES Fig. 16. Influența inhibitiei compe- 
-XI +S =IXS. _ titive asupra creșterii (Pirt, 1975). 


Se admite că prima si ultima reacţie au aceeaşi constantă de disociere K,, 
în timp ce pentru reacţia a doua si a treia, constantă de disociere este K,. 

Pentru că complexul IXS nu conduce la formarea produsului, acesta se 
poate forma doar în urma reacției : Lf d 

fe a = MEP 

a cărei viteză este limitativă pentru întregul proces. 

Scriind expresiile concentratiilor reactantilor și exprimind viteza speci- 
fica de utilizare a substratului ca o expresie în parametrul u, Noack (1968) 
ajunge la următoarea formulă : i 


u = Unaze i ES 
? i Sr TDI Pi =< 
| (S+ | ED | 


: (94) 


Influenta inhibitorului necompetitiv asupra curbei de creștere ‘este re- 
prezentată în fig. 17. | À 
Pentru estimarea parametrilor modelului, se. utilizează de obicei repre- 


zentarea ecuaţiei (94), sub forma: + — (2) (fig. 18). 
u ; , 


Fe on) 


log ` biomasă 


pe Tithe”. VK; 1/5 —= 
Fig. 17. Influenţa inhibitiei necompeti- Fig. 18. Determinarea gra- 


tive asupra creșterii (Pirt, 1975). . _ ficd a parametrilor. mode- 
az lului cu inhibitia de sub- 
strat (Noach, 1968): 
ISi ZE 
H = Uiar g 
S + K, 4 — 


BT 


nig: 19. paa grafică. a. parame: 
trilor . modelului cu inhibiţie de sub=- | 
strat (Humphrey, 1978) : 


Vmax ` 


ce oag IK; zi 


S i 
2 = maz =e. 
ue Bn a 


e: 


(2) Umar = JK, Ke 


O metodă mai exactă a fost propusă de H am ph rey. (1978) şi constă 
în reprezentarea p = ES) ig. Bee. Coor donatele maximului curbei sinti 


i i eee at as (96 
geo Ky. ` 


142 x; 


Valorile unor constante K, si K; pentru diferite drojăii și substr ARE sin 
date în tabelul iig; 


Tabelul B 


Valori ale constantelor de saturație si inhibitie pentru droidii | 


ti ; : at aay ee ETO A. al ee 
Donau oul Substratul SEN gl] | [eI] Rerne biblioerai ia 
G. boidinii  - Metanol 680 >| ND*  -| Pilat și Prokop (1975) 
l | 3 ! 550° __16,44 | Reuss si colab. (1975) - 
S, cerevisiae. Etanol ef (20 ND. | Morr şi Fiechter (1968) 
C. utilis Acetat eel 370 =. 20,53 - | Cama si Edwards (1970) 
ie 3.3] 500—1200 |. .16 27.:.| Jakson si Edwards (1975) 
S. cerevisiae + Glucoză 27005: „| Wards (1975): 
i$, | i CA Rep A 7, "van Uden (1967) 
S. cerevisiae „| Glucoză = 25 ND Pirt şi Vurovschi (1970) 
C. utilis 2 | Oxigen 84.102 |- - Sinclair și Ryder (1975) 
C. boidinii ©. f Oxigen - Pia En Middelhoven şi colab. (1970) 
Candida | Oxigen . | 0,45: ND ` | Button si-Garver (1966) . 
zi A ~ 0,042 |ND = . | Johnson (1967) “| 
S. cerevisiae Oxigen ` 0,03+0,06 | ND - > | Raul Mihail si colab. (1988) 
sue EI 4 - = 0,1. Ñ- Raul Mihail si colab. (198% 
C. utilis A Glicering | EA po ; Raul Mihail si colab. (1988) 
Candida Glicerină Ekde | ND <- | Button si Garver (1966) 
C. tropicalis ` Glucoză OCENDA Raul Mihail şi colab. (1988 
s N-Cae ree Oras ID "| Raul Mihail și colab. (1988 


* ND = nedeterminat 


Moser (1985) face o clasificare a modelelor matematice ‘care desci 
creșterea ` microorganismelor în cazul inhibiţiei prin substrat (tabelul 20) 
Există cazuri în care produsul format poate inhiba creşterea celuleloi 
Unul dintre: ‘cele mai cunoscute exemple îl constituie inhibifia necompetitiy 
a creşterii rere de către etanol. Modelele propuse introduc în plug d 


AR e | i 


Tabelul 20 


Modele cinetice pentru cresterea cu inhibitie de substrat - 
- (Moser, 1985) $ 


, 3 ! Referinta biblio- 


8 pos gratică 


[LS Uma > OF Umar 2? —— Noack (1968) 
Bere SACR: ag 
Sie a, 
u = Une SEB SIR) Webb (1963) 
S + Rp SIR! >y 
u= thes ES l | Webb (1963) 
S+ R(1+ c/K)- = SAE 
o = tăria ionică aah 
= Umar — Eis pw SS _ |. Yano (1966) - 
1+ KIS + (SIR)! 
j=1 
u= E e~S/K: 7 | Aiba’ (1968) 
B = Uma = La SE) = Sa | Waymann (1976) 


“e Tica 

; | 7 . x . . La 
E = Umaslexp(— $/K,) — exp(— S/K;)] rt Ay Teissier îi!) 
~ eS 
parametri: P — concentratia produsului si P* —-concentratia produsului la 
care cresterea inceteaza. | 1S Ke ag Ke! 

Han si Levenspiel (1988) propun o formă generalizată a ecua 
ției Monod care să ţină seama dè toate tipurile de inhibitie. Acest model 
presupune existenţa unei concentraţii critice, c;, la atingerea căreia, celulele 
nu mai pot creşte. . d 

Expresia propusă are forma : 


u= | = ail ca aA ATTA Ra (97) 
Ci SOTK, [ Cui ap 
‘ 
unde: m şi m sînt constante numerice ; i : 


Cı poate fi concentraţia substratului, produsului sau celulelor, după 
cum este vorba de inhibiție prin substrat, produs sau- celule. 
An cazul în care C, < Cf, această expresie se reduce la ecuația Monod. 
Constantele din ecuaţia (97) pot fi determinate printr-o linearizare de tip 
Lineweaver-Burk ; 
i, Kas ico ee ae 
pai Be T TE Aa 


WE ERNY Ă w 5 1 7 = (98) 
z3 EET, iS sF (Himoz)o ss - 
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DS SEL Se VS 
NECOMPETITIVA ` COMPETITIVA  NECOMPETITIVA., 


m=0 ,n>0: = m=0, ‘ne -0 n>m>0: 


AI. 
| NECOMPETITIVA ` “NECOMPETITIVA CAZUL GENERAL. 
m>n>0 -m=n>0 m<0,n>0 


Fig. 20. Reprezentarea Lineweaver-Burk” pentru’ diverse 


cazuri de mitre, bazată pe ecuaţia (97) (Han si Levenspid, 
1988). 


~ 


În funcţie. de vălorile parametr ilor m şi n, se e pot: Agos bi mai multe ¢ ca- 
zuri (figura 20): 


n> 0, m=0 inhibifie ne aetti VĂ 
eee 0) “innibiție competitivă ; 
n>0,m>0 .. inhibitie necompetitiva generalizată ; 5 
n=m>0 ` inhibiţie koga petitiya:; 3 
n>0, m<0O  câzul general. 


Valorile AtinaaMOays si (Kaho bs SC obţin prin intersectarea dreptelor e ca axele 
de coordonate (fig. 21 si 22) : | 


(ia coe = = Heft = a) A A | (99 
gi : | 


omer? eft — Sp << (100) 
c; Bie 


| -086 
: Vp Cy Z ci “10 3 
A E 
Mimosa 2 A 
fc 45 
SA d T 
el Hes) obs} ! 


panta =: Maple 


-V ak. 0 


fs 4-20 
7 1S . i | 
obs KUS obs3 j | a 40-20-10 30 On 
Fig. 21. Evaluarea lui. oh şi K, din >- Fig. 22. Evaluarea parametrilor Kay 1 4 
„ecuaţia (98) (Han și pă, 1988). o Cutia inhibitor ; alcool) pe baza ecu- 


atiei (103) pentru fermentația alcoolică; 7 
- datele sînt cele prezentate în tabelul 24, 
fe ana si aan ik 


Pentru determinarea parametrilor Umax Şi n, se fac o serie de cultivări 
la concentraţie de. inhibitor din ce în ce mai mare, - 


Dacă se cunoaşte concentraţia critică a inhibitorului, - se poate utiliza 
ecuaţia : i 


= iaria A in ==] (101) 
| t 


obținută prin logaritmarea ecuației (99). - 
4 ; $ pez aS ; - Cy. : 
Reprezentind -grafic He ae in funcție de In fie, se obţine 
i t 
o pantă de-dreapta n.. ; - 
În cazul în care nu se cunoaşte valoarea concentraţiei critice, c¥, aceasta 
„poale fi determinată prin încercări. i 0 
Analog, pentru determinarea lui X, şi m se poate utiliza ecuaţia (102), 
„obținută prin logaritmarea ecuaţiei (100) : i : 


OINA In (1 nt ‘ea + In Ka = (102) 
; 3 . 


Pentru exemplificarea celor afirmate, considerăm exemplul fermentaţiei 
“alcoolice, în care alcoolul, produsul de reacţie, inhibă creşterea, Bazua si 
Wilke (1977) au făcut 108 cultivări într-un reactor cu amestecare perfectă, 
în regim continuu, utilizind ca microorganism o tulpină de Saccharomyces - 
cerevisiae (substrat-glucoză, T = 30°C, pH = 4) şi au propus modelul următor : 


căi a afară tă ao) 


| Gi} (S+K, 


Reprezentind datele lor, ca in fig. 22, se obţin valorile (tmar)ovs $i (Ks)ons 
cuprinse în tabelul 21.. | i 


Tabelul 21 


Valorile parametrilor modelului lui Han si Levenspiel | 


- Deoarece (K,),,, nu se modifică într-o anumită direcție, poate fi consi- 
derat constant, indiferent de concentrația produsului inhibitor. 
Deci, conform ecuației (100), m = 0, relația (97) se va reduce la : 


ta eee ee ie AA (104) 
u = Bmaz (1 > a] eis | 


ecuaţia propusă de Levens piel (1980). 
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Deoarece în articolul original nu se :dă valoarea lui C7, ea se va deters 
mina ca in fig. 22 şi este utilizată pentru: determinarea lui n şi pmax Rezu 
tatul final este dat de: — ali GEESE I Si” ETA 4 | 


i | a 01304 
f “(Umaz)o bs = 0,424 [ e ai < 


83,57 
faţă de relaţia lui Bazua si Wilke (1977): pat n 
ue E E AET OA (106) 

Aiba. si colab. (1968) au propus relatia | ý | 


EL ile xp(—K-C,). 107) | 
Rie = Po Se, OP is oe ù (107 


Utilizind cele mai bune valori ale. parametrilor obținute de ei, vom aveai 


a = 0,494 exp (—0,013C,). oot ~ (108) 


2.2.3. INFLUENȚA FACTORILOR DE MEDIU 
ASUPRA CREȘTERII MICROORGANISMELOR 


2.2341. EFECTELE TEMPERATURII. 


„extrem de important pentru activitatea microorganismelor. — | 
Temperatura este un factor care acţionează în mod direct asupra micro 
organismului viu ; diferenţa între temperatura mediului înconjurător si cea 


Temperatura mediului în care are loc procesul de biosinteză este un factor) 
| 


„din interiorul celulei trebuie. să fie nulă. is eae ie n A 
Din punct de vedere al procesului de biosintezd desfășurat la scară ind 
dustrială, temperatura ar putea fi considerată unul dintre parametrii fizicii 
cei mai importanţi, care este implicat profund, prin efectele’sale, în optimi 
zarea procesului.  .. he Gra ol i ace ae Ace, „A 
Variatiile temperaturii-au efect asupra randamentului -de transformare @ 
substratului în produsul dorit, “asupra cerinţelor nutritive ale microorganisi 
„mului si compoziţiei biomasei obţinute şi, nu-in ultimul rind, asupra vitezel 
de creştere microbiang. ~~ ~~ Pee CR es E E- 
Clasificarea microorganismelor. în funcţie de domeniul de temperatura 
in care ating viteza maximă de creştere este redată grafic in fig. 23. 
Temperatura afectează eficienţa conversiei sursei de carbon energie În 
masă celulară. Afirmația este ilustrată de rezultatele obținute de Snede 


criofie : mezotile - termofile ;- 


pa limax | 


Fig. 23. Influența temperaturii asupra creşterii 
microorganismelor (Cooney, 1981). 


50 ar Be | 


40 60 
Temperatura FC) - 
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cor și Cooney (1974) la cultiva- 
rea unei drojdii, Hansenula polymorpha, 
pe substrat de metanol (fig. 24). . 
Maximul randamentiffii de: con- 
versie a substratului se înregistrează 
la o temperatură mai: scăzută decit . 
cea la care se obţine viteza ‘maxima’ 
de crestere. Acest fapt ridică o pro- 
blemă de optimizare a . procesului. 
Varianta. pentru care se optează, vi- 
teza specifică maximă de creștere mi- 
crobiană sau randamentul maxim de 
transformare a substratului, se obține. 
ca soluţie a unui calcul de optimizare PEA 
în care intervin mai mulți factori 207 "oa i 28 1s 
(accesibilitatea și pretul de cost al ae Temperatural*c] 
substratului, importanţa. si. Valoarea: Fig, 24. Efectul temperaturii asupra ran- 
economics a produsului obținut;  res-. | pere mai ta i Meade ie SELAT 
trictiile impuse de protecţia mediului 1974). dn 
ctc.). a | ee 
Dependent, de asemeni, de temperatură -este necesarul in factorul -de 
creștere al microorganismului. | a AA | 
„O dovadă o aduc experimentele lui. Beyeu și-Lichstein (1963) 
cu Saccharomyces cerevisiae. Cei doi cercetători au ‘stabilit că creşterea droj- 
diei la 38°C față de 30°C necesită în plus acid pantotenic si clorură de sodiu. 
‘Pe baza datelor. din literâtură publicate, nu este surprinzător faptul că 
variațiile de temperatură afectează multe procese metabolice din celulă, 
Precum, $i compoziţia: b:omasei în proteine. si lipide, conținutul în ARN al 
celulei (Hunter. şi Rose, 1972). Raportul dintre. conţinutul în ARN al droj- 
dilor şi viteza lor de creștere se mărește la scăderea temperaturii. 
Conţinutul în proteină al drojdiilor poate scădea sau crește la o variație 
a temperaturii, în funcţie de natura substratului limitativ de creştere. Atunci . 
cind temperatura scade, proporţia de acizi graşi nesaturafi în conţinutul de 
ipide din drojdii va crește. Este posibil ca structura lipidică a membranei 
celulare să se modifice continuu în functie de variațiile de temperatură, 
astfel încît membrana să-şi menţină funcția regulatoare. si 
Dependenţa vitezei. de creştere a microorganismelor de temperatură 
Ste un subiect care comportă multe aspecte importante. A 
Interesant din punet de vedere al aplicãrii industriale este domeniul 
n care se obţine viteza maxmimă de creștere a microorganismelor. De: obicei, 
cest domeniu nu depăşeşte ca intindere 10°C si se află plasat pentru micro- 
ganismele de interes industrial, în intervalul 25...35°C. 7 
Dependenţa vitezei de creştere microbiene cu temperatura s-a stabilit 
rin analogie cu relația existentă între viteza unei reacţii chimice si tempe- - 
atură, ta | - ; l 
___ Legea ‘de variaţie a vitezei unei reacţii chimice cu temperatura a fost - 
ormulată pentru prima dată de Arrhenius şi ea este folosită $i astăzi 
n forma: Lah 5 ut 


Coeficient de randament celular 


° 


v = Ae EART, (109) 


.93 


‘np 


vitezei 


specifice 


Arrhenius). 


Prin logaritmarea ecuaţiei (110 a), se obține“ 


| Reprezentarea grafică a relației (110: b), In u= n este olinie dreapti 


cu lia 
vare (fig. 25). 


-Valorile tipice ale energiei de are N creşterea. ACSIAN sint 
cuprinse intre 13 si 17 kcal/mol. Reactiile de crestere a microorganismeloi 
au loc cwo mare: degajare de căldură. O problema dificilă în practica indusi 


trială este e gE a tă de: căldură si BC volumul mare d 


de creştere (ecuația 


| In iig = 


, fapt care permite estimarea grafică a energiei. de acti 


apă de răcire necesar. 


O soluţie pentru SPA cae acestor probleme ar putea S crearea de tul ; 
pini de drojdii mezofile care sa crească la temper: atura supraoptimală, a dică 
în domeniul cuprins între. temperatura optimă şi cea “maxima de creşter 
; În domeniul de “temperatură supraoptimală, creşterea. este concuratd 
de moartea microorganismelor. În. acest caz, p din Sp ghis a) este o vi 
teză aparentă, e i | 


90 keal/mol. 
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ca fiind de fapt: 


| Ho = He = Bm TT a mee ay) 
unde : pe dete viteza. specitică de creștere a microorganismelot ; ; 
Um — viteza specifică de moarte a microorganismelor. | 
Viteza de moar te a micr oor ganismelor este o funcţie puter nic dependent i 

de temperatura, fiind caracterizata prin valori ale pe de activare de 70; 


Pentru domeniul de creştere. la temperaturi supraoptimale a au fost pro 
puse si alte tipuri: de pl pă d viteză-temperatură a, de. Di sub form 
unei legi de puteri: | 


-actiei chimice. 
i ene w 3 i “= 
“specifică, de' creştere. microbiană, p, S$ 


| „bilă în domeniul de “temperatură, subi 
Fig. 25. Influența temperaturii asupra optimal, is forma’ 


u= WT mutu eT Tyee), TEn 


este viteza reacției chimices 


unde: v 
+ A` — constanta; lui Arrhenius; 
R — constanta’ universală dă 
gazelor; o PR ii kee 
` T -— temperatura absolută ; 4 
Ea — energia de activare a re 


Prin substituirea. în. ecuaţia. (208) 
a vitezei reacției chimice” cu  vitezay 


obține o relaţie de dependenţă, valai 
m Ac ERT, (110 a) | 


AR (10 D) 


~ 


p in 


‘unde: y este viteza: specifică (aparentă) de crestere ; 
Lin Spl temperaturile la care viteza. se poate considera nulă : 
b şi c — constante empirice. PA AR, | | 
Studii aprofundate asupra comportării drojdiilor mezofile la tempera- 
turi supraoptimale, în chemostat, au întreprins Van Uden: (1969) şi 
Van Uden şi Madeira-Lopes (1976). | 
În primul articol citat, Va n Uden expune bazele teoretice ale Creș- 
terii drojdiilor mezofile la temperaturi supraoptimale. ee 
Astfel, in cazul unei cultivari discontinue la temperatura supraoptimala 
se manifesta, pentru o perioadă scurtă, doar creșterea exponențială” fără 
moarte. Explicaţia propusă de Van Uden se bazează pe un model de 
creştere care presupune că celulele contin o: multitudine de centri activi ter- 
mosensibili. Aceşti centri sînt inactivati exponential și numai atunci cînd 
numărul lor este redus la unul per celulă, începe să se manifeste vizibil moartea 
exponențială a celulelor. o SRE 0 Mel T ‘ 
n partea. inferioară a zonei de temperatura supraoptimală, um < ue. 
n consecință creșterea este exponențială cu o viteză aparentă dată de ecua- 
tia (111 a). | 
„Im partea superioară a domeniului de temperatură supraoptimală, 
Um > Ue, lar viteza aparentă devine : | 


Ua = Um TFA e i ‘ | (111 b) 


Atunci cînd moartea exponențială concurează creşterea exponențială, 
în regim chemostat, populaţia totală (x7) este compusă din celule viabile (x?) 
şi celule neviabile (27). Viteza de variaţie a celulelor viabile depinde de viteza 
specifică de creștere (ue), viteza specifică de moarte (un) şi viteza de dilutie (D): 
Pike Spee d afle | 
| —— 33 yt = Da unt, (113) 
dl i ; 
i 
3 | : years? | mrd 
În stare 'staţionară i = 0, adică : 
Te 


Pe = Um + D. | l ' (114) 


În stare staționară „spălarea“ întregii populaţii este echilibrată de viteza 
de creștere a populaţiei viabile: . 


pia? Date a: (115) 


-Proportiile de populatie viabilă si respectiv neviabila din totalul popu- 


Pi > 


latiei sînt date de următoarele relaţii : 


Garena bri DREES 
Tik AD italn = (116 b) 


Pentru că în chemostat, în stare staţionară, D = ue — um (114), inseamnă 
că limita maximă a lui D, adică aceea la care are loc „spălarea“ culturii, 
scade o. dată cu creșterea temperaturii supraoptimale, mai puternic chiar 
lecit Hmaze Drept urmare, valorile permise pentru D la temperaturi supra- 
optimale trebuie să fie destul de scăzute pentru ca cerințele de menţinerea 
ulturii să nu ajungă să aibă un efect negativ semnificativ asupra coeficien- 
ului de conversie a substratului în produs. 
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În pole a PR E Lua ea Van Uden si. Madei x Me: o p es 
(1976) au obținut rezultate cu o: “tulpină. Saccharomi eră cerevisiae, la 30008 
in cultura chemostat, cu substrat limitativ-glucoza..: 
Randamentele de utilizare a glucozei pentru. îi tinerea celulelor viahil 

si ca sursă de energie disipată de către, celulele. neviabile au reprezentat 3335 
28% şi respectiv 15—9% din randamentul total de utilizare a substratului, 
în domeniul de viteze de dilutie tastat (D ='0,038—0,064. hho). În aceste 
condiţii de temper atură randamentul de: transformare a glucozei în produs. a 
fost de 0,066 —0,085 g biomasă uscată /g glucoză. În condiţii normale de cre 
tere, randamentul de transformare a Sligozei este de Apion a 0,5. gl, 
pentru o tulpină de Saccharomyces. a A 
„ Crescind viteza de dilutie la 0,09 ho re Ja care apare „spălarea 
culturii), randamentele de utilizare a glucozei pentru menținerea  celulelom 
viabile şi respectiv. ca sursă pentru energia disipată: de celulele. neviabile 
‘vor fi 24% şi geo, 7 Zo din randamentul total de sutili zale a; „glucoză 


aoe 2. 3.2. EFECTUL PH-ULUI 


in procesele de. Diosinteză. : 

Ph-ul se exprimă prin concentraţia DEIA. T hidrogen aA, sau prin 
„activitatea ionilor de hidrogen, an. ` Între cei doi parametri există o relaţie! 
de igo tonalitate de tipul: | 


tn Sf pat} i | (17) 


unde : f este coeficientul de activitate, dependent: de tăria ionică a mediului 
Exprimarea matematică a pati! este data. de relația : 


pH = =log(aa), asi 


iar in cazul in carè as 1 (soluţie gjata. de D J deci ar, = [E], se: poate | 
serie : 


pl = log 14). ar us o) 


Influența, valorii. pH-ului asupra dezvoltării culturilor microbiene. SC 
poate urmări în citeva direcţii : | 


q 


- zentarea grafică a dependenţei vitezei spe} 
„cifice de creştere de pH este dată în fig. 20 


Pentru anumite specii de drojdii dé 
meniul optim de pH se situează fatre 
valorile de pl 4 şi 5. 
Există însă si specii. de drojdii carl 
cresc la valori. de pH. în jur de 2 sal 
dimpotrivă la valori ridicate ale pH-ului 


voltare in care Viteza Specifies de creștere atinge valoarea maximă. Repu 


pH 
optim . 


Dai "în jur de.8 (biosinteza fenilaninei “cu 
bp See tie te e a | ae: ‘din genul Rhodotorula). , 
ia p =a 
Boule | creşterea ai elegant  Cultivările cu drojdii care “decurg | 


(Brock, 1967). o valoare. a pH-ului de 4 sau: mai mie] 
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prezintă avantajul unui rise mai scăzut de -contaminare bacteriană, 
ceea ce este în mod deosebit de apreciat în cazul unei cultivări la :scară in- 
dustrială, în sistem continuu (obt.nerea de biomasă proteică prin cultivarea 
unei: drojdii din genul Candida pe substrat de n-alcani, în sistem continuu). 

Expresiile matematice care exprimă dependența viteză specif.ca de creş- 
tere — pH sînt, de obicei, relații polinomiale (Raul Mihail şi colab., 1988) : 


ţi = malti F GpH + apH? + e a,pH"). (019) 


2) Efectul valorii pH-ului asupră randamentului de conversie a substra- 
tului la un anumit produs. | i 
Formarea produsului dorit în urma procesului de biosinteză poate să fie 
legată de desfăşurarea bioprocesului într-un domeniu foarte, strict de pH. 
Un exemplu concludent este obţinerea prin biosinteză a acidului citric, care 
are loc cu randament maxim la valori ale pH-ului cuprinse între 1,7 şi 2. 
S-a. constatat experimental că la valori ale pH-ului mai mici ca 3, produsul 
principal este. acidul citric, în timp ce la valori de pH-maiunari ca 3 rezultă 
în cantități semnificative acid oxalic şi acid gluconic (Rohr și colab., 1983). 
3) Între valorile optime ale pH-ului si temperaturii există o relație li- 
niară (fig. 26). Oe i l i 
4) În timpul dezvoltării unci culturi microbiene apar deviații ale pH-ului 
de la valoarea considerată optimă, care pot. avea urmări nedorite asupra 
procesului de biosinteză. Aceste modificări se pot datora fie consumării unui 
nutrient (consumarea sursei de carbon în cazul cultivării drojdiilor metilo- 
trofe, sau consumarea sursei de azot, amoniac gazos sau soluţie, în cazul cul- 
tivării drojdiilor pe substrat de n-parafine), fie producerii unui acid organic 
de către: microorganism (biosinteza acidului citric, folosind o drojdie din ge- 
nul Candida pe substrat de n-alcani). f 
Pentru corectarea pH-ului la valoarea prescirsă se adaugă diverse sub- 
stanțe chimice (acizi sau baze), alese în funcție de mai multi factori. 
În cazul. în care valoarea pH-ului este sub cea prescrisă, se pot folosi, 
pentru corecție, soluţii de NaOH ‘sau KOH -în funcţie. de compoziția chimică 
a mediului si de necesarul în ioni de Na” şi K* al microorganismului. qn 
acelaşi scop este mult răspîndită utilizarea amoniacului gazos sau soluţie, 
fiind, preferat amoniacul gazos deoarece NHOH chiar in soluție concentrată - 
poate fi contaminat cu spori bacterieni. Ww Rii de 
În situația în care valoarea pH-ului este peste cea prescrisa se poate 
adăuga acid clorhidric, acid sulfuric sau acid azotic în funcție de caracteristi- 
cile microorganismului (ionul CI” să nu inhibe creşterea), de compoziția chimică 
a mediului (adăugarea. de acid sulfuric să nu ducă la formarea unor săruri 
greu solubile) precum și de materialul de construcţie al vaselor de reacţie şi 
al bioreactoarelor (probleme de coroziune). ra | 
5) Prin efectul de. disociere a acizilor și bazelor, pH-ul acționează asupra 
caracteristicilor suprafeţei celulei, modificind- proprietăţile ei de aderare la 
diverse materiale (sticlă, metale), precum si cele de floculare. 


2.2.3.3. EFECTUL ACTIVITĂȚII APEI 


Apa: este importantă pentru celula microbiană nu numai pentru cărea 
reprezintă circa 80% din greutatea celulei vii, ci $1 pentru că îndeplineşte 
patru funcții de bază în celulele vii (Piri, 1979): eS te 

-~ = ca reactant chimic prezent în celulă, .apa participă la reacțiile de 
hidroliză ; : 


2 


7 —-Blologia și tehnologia. drojdiilor, vol. IIIT — cd, 112 97 


— ea acţionează ca. solvent pentru metabolitii intracelulari ; $ ; 
— apa are un rol mecanic important -în menținerea formei şi dimensiugg. 


n lor celulei ee de juc d usi hidrostatică care ia naştere în interiorul ce 
lulei ; | | 
: — ea îndeplineşte o funcţie structurală in hidratarea protgitilon şi a 
altor componente | celulare ; această ultimă funcție depinde de. ri cu 
care apa formează legături. de hidrogen ` cw grupările polare. 
„Disponibil! tatea“ apei din mediul înconjurător pentru celulă se poate 
exprima in termeni de presiune osmotică, tonicitatea mediului sau activita- 
tea apei. a 3 : 
Activitatea apei într-o soluție poate fi exprimată in termenii. unei pre 
siuni de vapori a apei sau, mai simplu, prin raportarea activității apei dintr- | 
soluție (as) la cea a apei pure (ap). Prin urmare, se poate exprima- activi 
tatea apei dintr-o soluție ca raportul dintre presiunea de vaporii a Apor, în so- 
lutie (p,) și cea a apei pure (Pa), la; aceeaşi temperatura 


| 


Pa | 
Dacă se notează : in A J i 
n — numărul de moli de SUbstazt dizolvată in, solutie ; 


N.— numărul de moli de apă din soluție, se poate exprima activitatea 
apei şi prin următorul raport - l | 


5 da SE a : m ` aal) 


Relaţia dintre activitatea apei şi: presiunea osmotică se definește in 
termodinamica ‘chimică $i ea este de forma (Murgulescu și Vileu, 1982) 


T= fy taţi alea. (UD 


m 


unde: 7 este presiunea osmotică a soluției ; 


Vm — volumul unui mol de apă; 

R  — constanta universală a gazelor ; De 
T  — temperatura absolută ; | 

Qa - — activitatea apei într-o Se 


TS reală a unei soluții e AU 
relies (Pirt, 1975), i (mp) se leagă de activitatea apei printr-0 


No —128 log ag, tt (2 


| 


m eh ad de activitate a apei s-a dovedit folositor în pu asupra) 
nedi.lor concentrate. Pentru mediile de. cultivare diluate folosite în: scopu | 


dezvoltării microorganismelor se foloseste termenul de osmolalitate reală, | 

sau presiune osmotică, dat. fiind că activitatea apei variaza foarte pup faţă] 
de unitate. 

f y - | 

În gencral s-a acul puțină importanţă influenţei acestui parametri 

(activitatea apei) asupra creșterii microorganismelor. ie 
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„ Dependenţa vitezei specifice 
de' creştere a microorganismelor 
de activitatea apei este redată 
grafic în fig. 27. 
= Mieroorganismele răspund : 
diferit la acțiunea acestui factor. - 

Bacteriile sînt mult mai sensibile 
„la activitatea apei decît mucega- 
iurile şi drojdiile (Cooney, 1981). 
Aceasta poate deveni o metodă 
de prevenire a  contaminării 
bacteriene în culturile cu drojdii. 
Reducind activitatea apei sub 
0,95, . bacteriile nu vor mai 
creşte. Ea va trebui scăzută sub 
0,7 pentru a preveni creşterea 
mucegaiurilor, valoarea minimă a 
activităţii apei la care mai crese 
drojdiile osmofile fiind , 20,6. 4 


3 


Viteza specifica de. 
crestere 


„=— Activitatea apei: 


Fig. 27. Influenţa activităţii apei asupra vitezei. 
specifice de creștere, pentru trei microorganisme 
(Pirt, 1975). 
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2.3. SISTEME DE CULTIVARE 


. A í 3 | E -~ x d A A r žy k: N . 

Ținînd seama de marea varietate a bioproceselor este necesară clasifi- 
carea lor. Din punctul de vedere al inginerului, cele mai interesante criterii 
de clasificare se' bazează pe modul de operare si pe tipul de reactor utilizat. 

Potrivit primului criteriu, procesele. de biosinteză pot fi conduse in regim 
discontinuu (şarjă), semicontinuu sau continuu. Cultivarea continuă poate fi 
realizată în două tipuri de reactoare ideale: R și D. Idealizarea constă in 
faptul că se impun condiţii restrictive deosebit de drastice circulaţiei fazei 
lichide în reactor.: pentru reactorul R (recirculatie) se impune amestecarea 
perfectă, deci un grad foarte mare de omogenitate, iar în cazul reactorului D 
(deplasare) se considera o curgere tip piston. În cele ce urmează, rezolvarea 
ecuaţiilor caracteristicie ale reactoarelor se va face în ipoteza existenţei 


unui regim izoterm. 


2.3.1. CULTIVAREA IN SARJA 
(BIOREACTORUL DISCONTINUU) 


In capitolul anterior s-a arătat că dinamica lagi microbiene poate 
fi descrisă de o ecuație de tip Malthus: ee uz (124) iar variafia 


concentraţiei substratului prin relaţia : 


T — Uy = Yaje( So — S) (125) 

Sau ‘ gre 
PRG) stereo? <I (125) 
st So Yale id j ; 


=] E ome 


deoarece la t = lọ © = To 


| Anloeuind pe S din (125) se obţine : 


„prataţa de sub curbă i dig. 28). (Mihail SN Muntean, ogee 


E. 


Dacă KPR e viteza specifică de creştere admitem o cinetică de UB) Mc on o del 


a 
So ) | 


= A EI ETAN | 
H = maz TE >. A j (126 4 
prin leo ui u din 1 (126) în: ecuaţia (124) s se obţine: 
ră i Aa - . fas Sa Sa, À (12 J 
sau aa 
i E cae £ j t y ; ; b | 
eee: da = fai, 7 ` (128 
aes: - | 
Xo i f K | o k T ; 


i= t ERA l i T S 


astfel : 


Sii Sex 


To. 


tts (ya i a 


a cam ie MRI 
i Bmax . (a — x)x x ` „AM ET E 
Xo 


ie a: = pes Yan ko} 
Notiad 2, +: Yale: So Ke Vays = 8, relaţia (130) devine : 


fee aie pi = scai i (130) 


Umar a — Tha (8 = æ) 
: ye i A . 
sauc- j 3 
t EA i AGS cae E : N 
(at: E tn if) | TS ae a 
Om Xo To — O 
Observaţie. Se CERAN că lo reprezintă momentul de. dae. al tazei | ex 


ponentiale. 
Caz particular : 


Ota: sp Paw a Sa: der căreia © 
e S4K, ȘI hae 


l= 


Le rae MED 
in. 
Pe Umar.. To ` : d 

Determinarea duratei reacției pentru cazul. general se - poate face şi. eral 

dacă reprezentăm datele experimentale. ca 


și 
= f(t) şi pl nimetrim susi 
— = île) şi pla | 
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axj' 
At 
-1 
[gth] 
Fig. 28. Determinarea duratei reacției în cazul | ~ 


ceneral prin metoda planimetrării orei de. sub 
gurbă (Mihail şi. Muntean, 1984). 


wat 
2.3:2. CULTIVAREA CONTINUA 


În cazul cultivării microorganismelor în sisteme închise (şarjă), pe mă- 
sura creșterii populaţiei, mediul de cultură isi modifică compoziţia atit da- 
torită consumării nutrientilor cît si datorită formării unor produși secundari 
ce se acumulează în sistem. Pe de alta parte, existența timpilor morți (în- 
cărcare, descărcare, sterilizare) si a perioadei de lag micşorează gradul de. 
utilizare a reactorului. Tinind seama si de faptul că în cazul cultivării in 
şarjă, comportarea populaţiei la un moment de timp / depinde de „istoria“ 
dezvoltării anterioare, se poate înțelege interesul pe care tehnica cultivării 
continue l-a suscitat în-ultimii 30 de ani. 


2.3.2 2.1. BIOREACTORUL CONTINUU CU AMESSPCATE PERFECTA (R) 


Prelungirea fazei de creştere exponențială un timp nedefinit este nosi- 
bilă prin adăugarea continuă in reactor a unei soluţii de mediu proaspăt cu 
un debit volumetric F si eliminarea continua a biomasei cu acelasi debit, astfel 
incîţ volumul bioraasei din fermentator să rămînă constant. 

Pentru analiza teoretică a comportării „populaţiei microbiene in cazul 
sistemului de cultivare continuă, se face ipoteza amestecării instantanee a 
mediului proaspăt cu biomasă existentă, ceea ce conduce da spaneng concen- 
tratiilor din bioreactor cu cele din efluent.. 

„Pentru stabilirea ecuației ce guvernează devgolegres microorganismelor, 
trebuie să ţinem seama de faptul că variaţia concentraţiei biomasei este da- 
torată existenţei. a două fenomene antagoniste : ; 

—. creșterea numărului (cantității) mieroorganismelor datorită dezvol- 
tării populaţiei ; 

— scăderea cantităţii de microorganisme datorită eliminării lor din 
sistem. l 

Ecuația de bilant de masă pentru biomasă este : 

biomasă alimentată ++ biomasă existentă + biomasă generată = ane din aati +. 

biomasă ieșită. cu efluentul (131) | 

"Deoarece in reactor se alimentează doar mediu (care nu conţine celule), 
primul termen va fi egal cu zero. Considerind că bilanţul este calculat pentru 
un interval mic de timp At, iar la. momentul initial concentraţia biomasei 
este x, putem admite că, la momentul l + Al, ea va avea valoarea x -Art 
(adică va creşte cu Az). We ots 

Știind că masa celulelor. se obţine prin înmulţirea concentraţiei lor cu 
volumul de lucru (despre care am presupus că este constant), ceilalţi termeni 


din i E (8) pot fi calculați astfel : 


— biomasa Crise xV E 1] = [9] $ 
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— biomasa generată în intervalul de timp Af de către celulele initial | 


| uzâto | = nel] = [g] 


tratia x +: Az si va fi egală cu: (2 + Ax)V z 1] = [g] 
. — biomasă ieșită în intervalul At: (2 + Az)AtF E The S Lig) a 
Introducind termenii explicitați în ecuația (130) se obține V: | 
EV p yeAtV = (@ P AV + (ep AFA 8 aA 


f | ii TP k- 2 ri yt B fi! i d eft A a 
j Îmmulţind, reducind termenii asemenea și neglijind pe FAxAt, care este foal e 
mic, se-obține: ` pa și ; i: “wg 


eR, prAtV = V p Fx At ; ae 
împărțind prin VAt: sji | | 
E ALEN. . 
„Cum lim — = —, ecuația’ (134) devine : 
n 7 A AER ft Net beg. Bis. 
ca . (139, 
Ty irae Of 


„ Notind — = D [h] — viteza de dilufie, 


ie or D) x. =" a CI 
F Viteza de diluţie reprezintă numărul de volume ale reactorului reînnoi e 
(alimentate.si evacuate) în unitatea de timp (de exemplu într-o oră). Astle 
dacă — = D = 041, înseamnă că într-o oră s-a eliminat (si alimentat) E 
din volumul de lucru. | | Mle e v Ge _ 
„Inversul dilutici are dimensiunile (timp) şi poartă numele de timp @ 
staţionare sau timp de retenţie hidraulică si reprezintă timpul mediu de stay 


fionare a celulelor ‘in fermentator. - i te - 
Din ecuația (136) se observă că pentru a păstra constantă concentrații 


biomasei = = 0) este suficient CĂ: ei i 
| oo So eee 
| Relaţia (127) exprimă condiţia de atingere a regimului: staționar. Din 
ecuația (136) se observă că modificarea concentraţiei celulelor din reactd 
poate îi făcută principial în două moduri: i | 
— modificind pe p (chemostat) ; 

— modificind pe D (turbidistat). 
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2.3.2.2. CHEMOSTATUL 


Tehnica cultivării în chemostat, a cărei bază teoretică este fundamentată 
în lucrările lui Monod (1949), Novick și Szilard (1950), constă 
în reglarea concentraţiei. biomasei prin intermediul concentraţiei substra- 
tului limitativ. Scriind ecuaţia de bilanţ de masă a substratului limitativ 
pentru un interval mic de timp Af, prin analogie cu (131) se obţine: 


substrat alimentat+-substrat existent=substrat consumat +substrat iesit-+-substrat rămas (138) 


Notind cu S, concentraţia substratului în alimentare, cu $ concentrația lui 
în reactor la momentul-t şi cu (S + AS)* concentrația substratului la (t + 
+ Al), termenii ecuaţiei anterioare devin : 

— substrat alimentat = FSA; 
substrat existent = SV; 
substrat: rămas = (S + AS); 

— substrat eliminat cu efluentul*= (S + AS)FAL. 

Substratul consumat în reacţia biologică este proporțional cu cantitatea 
de celule formate. Cum cantitatea de celule formate este (Az),.V = urAtV, 
„cantitatea de substrat consumat. (datorită creşterii celulelor) este (AS).V = 

= pea 


Gu în (138), după reducerea termenilor asemenea şi epee 
cu VAI, se ets i 


| 


, dacă. ţinem seama de ecuaţia (125). 


Yzıs 


Dae DEE. (139) 


zls 


Trecind la limită si-rearanjind ter menti ecuaţiei (139), pala de bilanț 
de masă pentru substrat capătă forma : 


(140) 


Ser D(S, 


als 
A i eye . v eo 12 . . dS 0 P 140 5 

Punind condiţia realizării regimului staționar Pras M ecuația: (140) 
capătă forma : - | 


(141). 


epee S) = 


zls 


Înlocuind pe p= D în ecuaţia (126) se obţine valoarea concentraţiei sub- 
stratului limitativ în cazul atingerii stării staționare (8) : 


g Keb l (142) 


Valoarea concentraţiei biomasei se obţine din ecuaţiile (141) şi (142) : 


rat Ld, Fi) | 
i Yan (So te A, Soot 


a 


* Obs.: AS<0. 
hy 103 


“oe oT of 
4s £ T cant 
"a 810| 455 gE 
w.2 a Su Nn 
“DD see Oat 
GRE SS oe JE. 
irae jen Su. 
QJ U.V 4s yg” 
Sas 252 Ee 
a Dir GU E tt Ă 
= SS 2 ici S oyi 
OD 
ig ~ vy a 
0 01 02 2 oz 0,5 e- fhi 
DI hi } < A r Wat 27a “ee diain A =e 
Fig. 29. Variatia teoretică a “concentrației. bio- ae Fig. 30. Stabilirea ero stat 
masei,- P a. za ni în iza de. staţionare in chemostat . (Slaten 
diluțic : 5431979): | 


Umaz = 0,05 (n); A Gs = 0, 5 (g/g) ; 

a) So=10 (g/l), De, = 0,495 (ey 

b) So= 15 (gn) DI: 205 497 zale . ~ 
Meara 4 Muntean, 1980). te i 


Reprezentind grafic t = _ §(D) la’ diverse Valg ale lui Se se pot trage. ur mă | 
toarele concluzii (fig. 29) (Lavric si Muntean, EIG es . 


— la dilutii mici (timpi de staţionare mari) concentrația w biomasi 
la ieșire este practic însensibilă la variatia diluţiei, valoarea acesteia fiind | 
foarte. apropiată de ceea maximă. obţinută în cazul în care tot substratul s-a 
transforma în celule, cu randamentul” Yars; 


tipica | Si doar e) cantitate mică ie stai este consumată, aşa cum se ob- 
N servă din fig. 30 (Slater, 1979 AV . 


— există. o valoare partie era a vitezei. de di lutie : 


4 R 
= ——_, 
ame | „Wmaz K+ Gay 


pentru care. concentratia substratului: din reactor este egală cu cea din in 
fluent, ceea ce înseamnă că biomasa este eliminată („spălată“) din reactor 
[valoarea :D,, se obţine din. (143) punind 2 = 0]; 7 ecuația aa) Serves la 
ee eae nce lui Umas în cultivare continuă ; 


— pe măsură ce concentrația substratului limitativ se > măreşte, creşte 
şi concentraţia de biomasă din fer mentator, dar valoarea lui Der se modi | 
E puţin. 4 


"O caracteristică “specială a chemostatului este menţinerea regimul i 
staționar cu valori unice pentru x și S dacă D este fixat (D < Dive Să con- 
siderăm cultura crescînd cu viteza specifică w= D la o concentratie de: bio- 
„masă 2, (ti < Z, corespunzătoare lui D,) sio concentraţie a substr atului limi 
tativ Su (Sı > 5.) (vezi fig. 30). Deoarece concentrația substr atului este prea 
mare fafa de valoarea cerută pentru a asigura p, = D,, el nu va mai fi li 
„mitativ, ceea ce va determină mărirea vitezei specifice de creștere a micio? 
“organismelor, la o valoare u, > D, şi deci, concentrația biomasei va creşte 


04 


= Viteza maximă de producere celule 


K | de consum 


[1/0) 


-— Rig 31, Fie pam ai grafică a concentraţiei în funcţie de ~ 
timpul mediu de staționare a celulelor într-un reactor co- 
tinuu Moser, 1985). 


dx ; s ; 
ET > oi in ecuatii atia (130); creştere ea hi 2 va duce la un consum Suphebenies 
¢ 4 


de nutrient; Vite: la scăderea ag he lui SAS < 0 in, (143) şi implicit 
dé. 


la limitarea. vitezei specifice de creștere, ceea ce are drept rezultat scăderea 
lui ti către £, 


Se observă că la o valoare fixată a lui B: variații mici ale lui S sau x 


ds 
determina modificari corespunzatoare ale lui = si E astfel pen să se rea- 
l c 


izeze regim staționar stabil. 

= În unele procese de biosinteză (obținerea AT tdi proteice) se 
mwmăreşte eliminarea unei cantități de biomasă cît mai mari. Fie P (produc- 
ivitatea) cantitatea de biomasă extrasă din reactor în unitatea de timp (ra- 
ortata la: unitatea de volum) :. s 


Pic pi gland ee (145 
P = Bee Dă ae re (145) 


Valoarea dilutiei (Dm) la care se obţine” o productivitate maximă se calculează 
rin derivarea relației (145) în raport cu D şi anularea derivate: 


nag pe imaz |1 — aaan (146) 
4 3 So + K i i, 


rin înlocuirea lui Dp, in ecuația (143) se obţine, valoarea concentrației co- 
espunzătoare (Xm) : 
A = RE. : 1 

Ca SS Vahel Se ce Be 1K (Sy, KE) (147) 

Deci, productivitatea maximă este dată de: 
1 

Pa a eile = a RE oa f- Fi | S a K Hi [So a K, — (K (So Ay K.))2] 
l m | J o & (148) 


‘ig. 31). 

Ahateri de la teoria chemostatului. Adesea, se db vă că cinetica creşterii 
licroorganismelor se abate’ de la teoria- dezvoltată pe baza * modelului 
lo no d. Citeva din abaterile tipice sint prezentate in fig. 32 (Bull (1974)). 


` 
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| Fig 32. Abateri de la teoria chemostatului: 


A — influen{a energiei de menţinere ; : ui 
© B — influenţa sintezei unor polimeri de rezervă | 
a "(de exemplu, polizaharidele) ; i 
- C — modificarea metabolismului in “sensul utilizării § 


unei căi mai puţin eficiente ; 
D — amestecare imperfecta ; 3 


i E — toxicitatea substratului : a i Í 
SE i - F.— um alt element devine limitativ pentru creştere | i 


` (Bull, 1974). . 


În cele ce urmează vor fi pr ezentate succint modificările ce apar datorită | 
consumului de` sostrai pentru menpinene; monpii celulelor si „ame stecamm i 
imperfecte. | 

În unele cazuri s-a. observat: că la scăderea dilutiei concentraţia celulslăăă 
„are tendință de descrestere; asa cum se'observă în figs (33, a şi 33, b), ceed | 
ce contrazice modelul teoretic al chemostatului. — 

„Acest comportament poate fi explicat atît prin introducerea coeficiend 
tului de menținere (m), cit si prin luarea în considerare a morții celulelor. 
© Jn tratarea teoretică a fenomenului (Sinclair si Topiwala 1970) se con- 
sideră că scăderea concentraţiei celulare este datorată atit -pierderii de masă! 
-prin metabolism endogen cit şi prin liza celulelor. În plus, se admite ipoteza $ 
simplificatoare conform căreia vitezele. dispariției celulelor prin cele două. 
“mecanisme sînt proporționale - cu. concentrația celulelor viabile. 


„Deoarece, doar celulele vii consumă substratul şi se multiplică, vitezel ¢ 
„corespunzătoare vor fi: că 


— viteza de moarte a celulelor RAA cu cea de producere a celulelor 
moarte): Umi}. 


| 1 FE “...... oma neeaanodnesaa sase 1 a eee re PRIZĂ i A ti ti 
BNNs > tite oS mar Oe t Moartea. | 
ză Metabolism de 9-4 Sta : ra PRR 
XS 3 EnaA on PRSA - “celulelor. 
[kgm } şi (kg Ti 3y 
0,5 m=0 05 : |-m =0 
4 
0, Ca aa | 0 ADR eT. 
0 5 0 iSe i ae 
| set et + i DIR a 
AON Aes 
Fig. 33. &— Influenţa coeficientului sie era e asupra concentrației de biomasă si, respe” 


tiv, de substrat : 

Umer = 0,8 (ho), K, = 0,01 (g/l) ; 

re = 0,5 (8/8), So = í (gn); > 

(Moser, 1985) 

b — Influenţa RAE de moarte“ (Ura microorganismelor asupra concetitratiei de bioma% 
„şi, respectiv, de substrat, într-un reactor continuu cu amestecare perfectă (Moser, 1985) 
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— viteza metabelian endogen : mes 

= viteza globală: (observată) de cr estere a celulelor viabile: pr img — 
— faint § 5 pt 

Za viteza de consum a substratului ; #2; 


ai 
unde cu p, s-a notat viteza specifică cu care celulele mor, cu m coeficientul 


de menţinere şi cu Va randamentul de substrat maxim (in absenţa meta- 
bolismului endogen). 


Scriind ecuaţiile de bilanţ de masă : 
— pentru celule viabile : 


Z Be — mE — upt — Dr: (149) 
— pentru celule moarte : 
age Hn — De’ ; à; (150) 
; “dl 
— pentru substrat : 
= 9) FE | (151) 
di ! Yah 


i aplicind ecuatia Monod, prin anularea der bgi se obțin concentra- 
iile corespunzătoare stării staționare : 


x m ad sai S); (152) 
ry i l K.D = m+ Bm) = (154) 


Umer — (D+ m + Hm) ; 
ntroducind conceptul de viabile exprimat ca raportul dintre numărul ~ 
le celule viabile şi numărul total de celule: | j | 

| Be = sige Na (155) 
Co a a D+ um 
e poate deces viteza specifică de moarte a microorganismelor printr- 0 
niarizare a ecuației (155): 


UT Va ts eke (156) 
ee | te i | | 


a dilutii foarte mici (D < maz) concentraţia substratului in bioreactor este 
eglijabilă. Din ecuaţiile (152) (cu § ~'0) si (153) să te =a 
te: ERA emai îi SF 


eo 


F: z, [d AD aa D + Hm Y So 


Reprezentind 4 functie de ———se obţine o linie dreaptă de pany 
1 termen liber = (ordonată la origine). 
à Y o re 
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şi în cursul procesului se formează spumă (celule si bule de aer) in cantitate 


dl | | y 
z iot — exp 

: v 

b 


Der Derteor. 
o> `` U ae 


ei OAT AD Pee Oe er > 


— sa 


Fig. 34. Efectele amestecării imperfecte într-un reac- 
Si tor continuu : at i 
a — flotația: celulelor; 
` b — sedimentarea celulelor; *. 
_¢ — creșterea la perete (Fiechter, 1984). 


| Rearanj înd ecuaţia. (154), sub forma: 


SD T oe RI (058). 


DE m + Um Se Umar maz 
‘se pot: determina K, $i umaz S a ao Sa ie | 
- Deoarece, la deducerea ecuaţiei chemostatului am presupus că pioreat) 
torul este perfect agitat, la scara pilot si in instalațiile industriale, deter 
minarea vitezei specifice maxime de creștere prin intermediul dilutei critictă 
poate conduce la rezultate deosebite de cele obţinute în laborator. 


“În fig. 34 (Fiechter 1984) sint prezentate trei cazuri mai. des. intilnite 


În cazul în care eliminarea biomasei. se face pe la partea superioară a vasulu 
mare, concentraţia celulelor eliminate va. fi mai mare decît concentrații 


| K Es i Cone AMA. Lg oT bin Lace er T 
medie din fermentator fe < 1) si biomasa rămasă va fi mai diluată, deci: 


în regim staționar E = 0), 
t 


iz, si Der < De, teoretic *- | r a 4 f Seis = a A E (161 
Dacă datorită unei slabe  agitări celulele sedimenteaza, biomasa elimi 
> 1); Prin analogie & 


> : A : v we ee Shp et fg 
nată prin partea superioară va fi mai diluata E 
g reve? | TAS 


s 


D ETEO 70) ae! ji EO 
şi Der > De teoretic s ç s 


„208 . 


Topiwala si Hammer (1977) au arătat că multe microorganisme 
pot adera la suprafeţele solide cu care vin în contact şi au investigat influenţa” 
acestui fenomen (numit creştere la perete) asupra dilutiei critice. 

_ Daca notăm cux, raportul dintre masa celulelor ce aderă la perete şi 
volumul culturii, ecuaţia de bilanţ de masă în regim staționar conduce la: 


Da = ut p pty | 41 (163) 


unde cu up s-a notat vitea. specifică de creștere a celulelor aderate la perete: 


Drawn bp Susie „2 (164) 


.2.3.2.3, TURBIDISTATUL 


— In‘cazul creșterii. celulelor. în exces de nutrienti, se poate realiza reglarea 
procesului pe principiul turbidistatului (Novick 1955), care. permite folosirea 
unor diluții apropiate de dilutia critică (fig. 35). | i 

În turbidistat concentrația celulară este măsurată prin intermediul den- 
sității optice (turbiditatii) si reglată prin modificarea debitelor de alimentare 
(evacuare), deci a dilutiei. of iene E. i 

Turbidistatul a fost introdus din mai multe motive. Spae deosebire de 
chemostat, în care creșterea este limitată de un nutrient, turbidistatul oferă 
Posibilitatea urmăririi comportării culturii în prezența unui exces mare de 
nutrienți, situaţie: utilizată la. studierea comportamentului mutantilor ce 
supraviețuiesc în prezența unor mari cantităţi de substanţe toxice (Moss și 
colab. 1967) sau a celor. adaptabili la viteze mari de creştere (Bryson 1952). 
Pe de alta parte, operarea Ja dilutii apropiate de D critică permite maximi- 
zarea productivității (White 1977). — | 4 

Aplicarea controlului de tip turbidistat clasic ‘la procesele in care cres- 
terea este limitată de concentrația substratului nu asigură, însă, suficientă 
Stabilitate stării staţionare, fiind necesare modificări relativ mari ale debi- 
telor pentru a obţine menţinerea concentrației. 

Pentru explicarea fenomenului, să considerăm cazul în care concentraţia 
celulară este prea mare. În această situaţie se vor mai mări debitele (dilu- 
liile) pentru a se -mări cantitatea de biomasă eliminată din bioreactor. Scă- 
derea concentraţiei este Însă micsorata de apariţia unui fenomen secundar : 
la creşterea “debitului. de alimentare crește cantitatea de substrat limitativ 
introdus în reactor şi deci concentraţia acestuia se va mări. Aceasta duce la 
creşterea lui u conform ecuaţiei Mono d. 

De aceea, Angrawal si Lim (1984) au propus modificarea schemei 
lasice a turbidistatului prin utilizarea a două alimentări in loc _de una. 


rig, 


i | A ` A 
ia 35. Influența dilutiei asupra concentratici de 
om í 


K asă in cultivarea continuă : 
— domeninl chemostatului ; 

Maia Că turbidistatului ; 
i $1 Fencl, 1966). 


N 
Prima soluție stie "one nutrientii an 
© excepţia substratului ` limitativ. | De 5 


bitul ei, mult mai mare decît al soluției i 
„ce conține. doar substratul „limitativ, 
constituie elementul prin intermediul, 
„căruia se realizează reglarea. În acestă 
| A E fel se poate modifica dilutia ‘pastrind f 
e Lig. 36. Bioreactorul -R cu recirculare. -constantă concentrația lui S. | 


„2.324. BIOREACTORUL R CU RECIRCULARE 


"În cazul în care biomasa ce păr ‘Aseste bioreactorul este supusă unei opt 
ratii de separare, iar concentratul este partial recirculat, există posibilitatea 
măririi dilutiei critice a procesului. Acest sistem se aplică în cazul biopt ii 
- ceselor ce utilizează drept materie primă o soluţie în care concentrația. sur | 
„sei de carbon este foarte scăzută (efluenfi industriali), mai ales dacă se lui i 
-crează în condiții nesterile. Ecuațiile ce guvernează- -procesul se bazează pe} 
| aplicarea bilanturilor de materiale (fig. 36) (Herbert, tă Malek -şi Fendi) 

1966, Aiba şi colab. 1973, Pirt BO) haw ; | 

KI Pentr u punctul unu | | Í 


t 
7 i a age AC reni of si 


5s 


e pentru separator | 
i DE Eee) E oa deltă A. (160) 
FU pe Ete + Pat, $F 2, -aoh 


rEg, EA ra PTa (165) 


e pentru întregul sistem. | | ză 

i F = Fes p IF E | (168) 

e pentru bioreactor (in inter valul de timp Al) 
— bilanţul biomasei . 


rFAt + 2V 4s paVAl = (x + AX)V p EG 4: re + Aa)At -(169 
Intrat -p Existent + Generat— Rămas. A legita- 


= bilanţul substratului 


(FS. + 1FS)Al + SV = 


Intrat +: Existent= „Const Are Rămas | în Teit, (170) 


Din ecuaţiile -(165 —168) se obține: . 
| danie rica ELEY 
SoL, a EP (171) 
ki 1+r— —. 
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ar după prelucrarea ecuaţiilor (170) si (171) în mod similar cu cea 


| a ecua- 
iei (132) respectiv (138), rezultă : i: i 
de „5 re FU + r) a i i | 
(a ARE A a Vv: rey jis 

N a - x 
— = — (§, — S) — ; 173 
di ~ J Yy ( a ) G Vom l ) 


Spori p E is org ee | esta a 
Dacă notăm D = y (diluţie externa”) și punem condiţia atingerii regimului 
tationar, ecuaţiile (172) şi (173) devin : 


»= Di + 7 ieee > [ie aja ll (174) 
ká x x 4 
pS sree = ; - (175) 
. als 


in cazul in care r= 0 (nu există recirculare) se obţine ecuația (137). 
Jeoarece (oi) este subunitar, din ec. (174) se obţine py sai 


ui, uf 
ai 
LS ao) 


um În cazul reactorului fără recirculare D= u, raportul 


Ne d a) 
$ i a 


te supraunitar. Aşadar folosirea recirculării permite lucrul la diluţii mai mari 
oncentraţiile celulare sînt identice în cele două cazuri). 


Dreri z ae (177) 


2.3.2.5, BIOREACTORUL CU DEPLASARE (D) (CURGERE TIP PISTON) 


Reactorul D ideal (fig. 37) este caracterizat prin existența unei profil: 
an de viteze in secţiune perpendiculară pe direcția de deplasare a oe 
Xa reactorului), Existenţa profilului plan este o idealizare, deoarece implică 
istenta unei amestecări radiale infinite si lipsa amestecării axiale. Deși în 


Lă 


4 


za Fle bs 


Fo, %b 
Fig. 37. Schema bioreactorului D ideal, cu cele două posibilităţi de ri i 
gurare a. unei “concentraţii de celule (x,) mai mare ca zero in influent: 
— recircularea externă ; A Ue 
— realizarea unei serii de reactoare; 
R (linie punctată) ; RI 
D (linie continuă). 
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cazul reactoarelor .reale profilul de viteze nu este plan, în cazul in care rai § 
portul.L/D este suficient de mare, aproximatia este destul de exactă. ‘Notind ? 
cu F, debitul volumetric de mediu introdus în bioreactor si cu Fb debitul 
biomasei alimentate, a cărei concentraţie este tp, se poate face un bilanţ al 

s 


masei celulare în. punctul 1 (unu) (fig. 37) 
ai es ef: A i 
| Foto F Foto = Fits. w 3 
w SA considerăm că într-un interval mic de timp At, in reactor intră un 
"volum de soluţie (a cărei concentraţie în biomasă este Eee tig kG 
A cert IN e A AV IA a ă 


În cazul reactorului D ideal, se poate considera că acest volum parcurge 
“întregul. reactor. fără a se amesteca cu restul fluidului, comportindu-se ca f 
un mic reactor R, în. care se dezvoltă o ‘populație de microorganisme de. lay 
o concentraţie inițială . 2%. Durata . procesului. este egală cu timpul. necesar i 
elementului de volum AV pentru a traversa reactorul. ‘Notind cu v viteza def 
înaintare a frontului de fluid, cu L lungimea reactorului şi cu A secţiunea | 


lui, se pot stabili următoarele relații de legătură: 4 
| | E e VE ANN | asof 
Tes DA g | (181) 
pe “le E EE, asal 


Din relațiile de mái sus se obţine: 
peria ial (183 
er l E 


unde ; V este volumul întregului. reactor. = Abe 
În cazul în care variaţia densității în lungul reactorului poate fi negii 


jata, tinind seama de faptul ca reactorul D poate fi tratat ca o, cultivare ÎI 
șarjă în sistem deschis: timpul de staţionare în reactor poate îi determinat € 
relația (129), sau: - . | = 


rA PORE e=] | as! 
Yim o Lita JAM EER | 
dacă notăm DER Su es AZ y Wi i et = : 
Star, A tk e e 
y EEr Rear Pe 
Din exantinarea ecuației (184) se observă că pentru t, ae 0: tv e 


deci reactorul cu deplasare, spre deosebire de cel cu amestecare perfecti 
‘nu poate funcţiona fără o alimentare de celule viabile. Existența unei in 
culări continue face ca în reactor să existe celule la orice valoare a’ debitele 
(cînd D RE een ee a (Se Nee ee 
Asigurarea inoculării continue poate fi realizată prin recircularea Ub 
‘parti din biomasa extrasă după amorsarea procesului.  - Poon Soe 
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Scriind bilanţul de masă în punetul 1 (vezi schema din figura 37) 
a) pentru celule: i 


b) pentru substrat: ; pe a, d | 
v F, So LES = FSi; Pau e ETA 
l c) bilanț total: z - 7 ; i 
Eo To =E e (187) 


si tinind seama de faptul că parametrul modelului este raportul de recircu- 
loare, definit. ca, "i | 


oe 


Apne cat bg: (188) - 

se obţine: - ae 2, = Si aut " JST mé? 44189) 
. 3 nai În ie | | 
ST ELIS de Sa e Ai (190) 

j Yori n. Lay 
oo Rad ttl eee Yea r 

din ecuaţiile (184) şi (191) rezultă: _ | | 
O m : =], 192) 

5 H Dae a ji să a | Tı ) 2, = 0 f j ( 


„Din ecuaţia (191) se observă că pentru f= 0 se obține ecuația (184), 
iar pentru r =. oo, aplicind regula lui L’ : Hospital, rezultă ecuația reactorului R, 
Din fig. 38 (Lavric şi Muntean 1986) se observa influența diluției și a concen- 
tratiei iniţiale a -microorganismelor asupra concentrației biomasei la ieșirea 
din reactor ; cu cât x, este mai mic, timpul de staţionare in reactor, necesar 
atingerii unei anumite concentraţii, va crește. Pentru cazul în care inaintea 


- case Pr > ee Tr ‘ 
recirculării; biomasa este concentrată de z ori ( = Grieves (1964) 
deduce următoarea ecuaţie pentru timpul de staționare în reactor : 


TENN: a+r) RR (Um ea a aaa a aaa (193) 5 


made rxSo— S) SaS 
ÎL AD aa 


a: So + Sr rz 


Fig. 38. Influența diluțici şi a concentra 


tici iniţiale a “microorganismelor .asupra 


„o = 0,1 (es... 
Te = 0,05 (g/l; 
a pa 0,0 Pagina 
(Muntean si-Lavric, 1986). 


8 x 2 s 
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Fig. 39. Comparaţie intre. performanţele 

bioreactoarelor-(R(N) $i D (//) în cazul 

reacţiilor. -autocatalitice ; (to < ayy) TAU 
“venspiel, 1972). 


În fig. 39 au fost reprezentaţi timpii de staţionare în reactor pentru reac 
' toarele R si D (Levenspiel, 1972). Se observă că pentru reacții autocatalitice 
(faza exponentiala de-crestere) reactorul R este superior reactorului D. În 
cazul în care se urmăreşte o conversie cit mai mare a substratului, este ne- 
cesară luarea în considerare a fazei de creștere decelerată. Cum în general 
aceasta poate fi reprezentată printr-o cinetică normală, caz în care perfor- 
mantele reactorului D sînt superioare celor ale reactorului R, rezultă necesi- $ 
tatea folosirii unei serii de reactoare R—D. În primul reactor se va lucra ‘ 
la viteze de creștere mari (conversii mici ale substiatului), iar în cel de aly 
doilea („maturare“) la viteze de creștere mai mici, dar se va asigura o con 
versie. bună -a substratului. Acest sistem asigură si o inoculare continuă ai 
reactorului D (condiţie esenţială pentru funcţionarea Si) ae o N 
Volumul minim al sistemului format din cele două reactoare poate y 
“determinat analitic, grafic sau numeric. În fig. 40 este reprezentată metoda } 
„grafică de determinare a volumului total minim, care constă in minimizarea) 
arici măsurate de sub curbă. F ey a 
O altă conexiune de reactoare care poate conduce la același rezultat este 
formată din două reactoare R legate în serie (fig. 41) ; în general volumele 
celor două reactoare sînt diferite. (R> Ra). `. ES MN 
“Pentru. determinarea concentrației la ieşirea din cel de. al doilea reactol 
este necesară scrierea ecuaţiilor de bilanţ de masă pentru acest aparat, 
luînd în considerare atit “celulele cit si substratul limitativ. 


if 


‘ate 


ne 


3 


S S4 , | E i So Ei 
Fig. 40. Performanţa unei serii de reactoare Fig. 4i. Comparaţie “între - volumele 
„RD (Levenspiel, 1972). Í ? bioreactoarclor: necesare pentru’ ob 


ținerea unei anumite. conversii (%7 
Ser oe 4 

(N) un singur reactor R;- 

(I) două reactoare R, în serie; 
- (Atkinson, 1974). 


Pentru un interval de timp Al acestea devin: 
— bilanţul -celulelor : 


FeAl + CV a + pata VAt = (Ea + AT) Vap F(a, + Avy IAL; — (194) 
Intrare + Existent +: Generare = Rămas + egit 


= 


— bilanţul substratului : 


FS,At + SV EEE VeAl + (Sa + AS.) Va E(S, e ASJAL AOS 
+. ee + AS) 


3 x Xiri PA! p? 
Intrare + Existent = Consum + Rămas + leșit 
are conduc`la : 

dra l F a F 3 
= — Tt . gt, — — a; (196) 

di A Va i i j Va : po : 
RE De au ae DIR 

ASe „mul hg i-as Aaa eER (197) 
di Va i VA ni Xafs f ~- 


a 


Notind D, sai A și punind condiţia. de regim staționar se obține: 


| cast ECE ate, 1 
ay Pati 08 ist Se ee ae (199) 


; Dz — ua Da— ua Yas 


nlocuind valorile lui 2, si Sı din ecuaţiile (143) si (142) în ecuaţia (199) si 
inînd seama de faptul că : | 
Sees altă a "Sd 


ee == Umax SLI > | 
TEE (200) 
rk E See 
Ma = Pae g + Ks 


e obţine: 


| matt 7 
“(n — DS — (Winer So = PD e KD.) Sp = 0. (201) 
iii rae mar 7 D, U maz 1 

\ceastă ecuație de gradul al doilea în -S, are două rădăcini reale: una mai 

nică decît S, iar cea de a doua mai mare. Deoarece cea de a doua solus 

u are: sens biologic (reprezentind o transformare imaginară a celulelor în 

ubstrat) se va alege soluţia Sa < Sı - ipfi 

Această soluție este reprezentată grafie în figura 42. ’ 

Comparind curbele pentru a, şi 2, se poate observa ca: 

— ambele devin zero la aceeaşi dilutie critica Der; ) dă 

eran pentru orice dilutie mai mică decit Der, Tı < da şi Ss < Si spent i 
ubstratul neconsumat în prima treaptă este utilizat pentru creștere în ce: 
le a doua. | ~ re Be 

Pentru. determinarea dilutiilor care conduc la maximizarea Prodi 
ţii (specifice) a instalaţiei se reprezintă grafic datele obținute intr-un react 


liscontinuu wh formă Di = f(x) (fig. 43). În cazul în care reactoarele 
* A At i 


; : i pantă, in caz 
celași volum, cele două drepte de operare vor avea aceeași pantă, | 
ontrar, pantele: fiind diferite. ci au 


415 


“ Fig. 42. Variația concentratiilor bio- 
- masei şi substratului în stare statio- 


nara pentru o serie de două reactoare . 
cu amestecare perfectă (Herbert, - 


Fig. 43. Determinarea grafică a dilu- 
„țiilor optime pentru un sistem de 
„două reactoare cu aniestecâre per- 


cle 


Vi ai (OA si CB’) — acelaşi D 


E 190). 


K 
fectă în serie, in două situaţii: | 
i 
n Vi # Ve (OA şi CB) =). fi DR r 

| ARI i 


2.3.3. ALTE TEHNICI DE CULTIVARE. | 
2.3.3.1, CULTIVAREA ÎN ȘARJĂ CU ALIMENTARE | 


Această tehnică. constă în alimentarea în bioreactor a unuia sau a ‘mai! 
multor nutrienți in timpul cultivării, fără eliminare de biomäsă (Yoshida 
1973). În unele lucrări (Yamane și Hirano 1977) această metodă este dent: 
mila semişarjă. Eduards (1970) a utilizat g metodă de cultivare similară 


pentru controlul concentraţiei nutrientului limitativ si a denumit-o culturi 
„exlinsă, 


“Caracteristica acestui tip. de cultivare constă în: (isi că oferă posi- 
bilitatea - controlului -concentrațici nutrientilor prin modificarea ` debitului 
de alimentare, spre deosebire de. cultivarea în şarjă clasică, în care concell 
tratia nutrientilor scade în timp, şi de. cea continuă în care, teoretic, col 
centratiile sint mentinute constante. Deci, referindu-ne la compozitia mediului 


din bioreactor această tehnică se incadrează între cultivare a in şarjă si cel 
„continuă. i 


În general, prin alimentarea mediului în timpul cultivării se ‘iin rezul 
tate superioare comparativ cu un proces ‘discontinuu clasic, în special în cazul 
în care randamentul de producere: al. unui: metabolit este influențat d 
modificarea: concentraţiei substratului limitativ. - 


În cazul în care se utilizează. nutrienți cu proprietăţi ep piioaite metani 
etanol, acid acetic), prin menținerea concentrației acestora intre anumiti 


limite se poate obt! ne o scurtare a perioadei de lag $i o micşorare a. a efectului 
inhibitor. 


„Alunei cînd, -se de obținerea unor a mari de biomas 
(circa 100° g/l) sînt necesare concentraţii ridicate. de nutrienti,.ceea ce detel 
mină apar:tia unui efect de iuhibitie, chiar în cazul în care se. utilizează ul 
substrat ce nu manifestă un astfel de efect în concentraţii mici sau moderate 


Unul dintre, cele mai cunoscute exemple de acest tip il constituie așa-numită 
„represie catabolică“ ce apare la utilizarea unor surse. de carbon si energit 


ușor metabolizabile (glucoză) şi care constă in represia enzimelor implicate 
în bicsinteza datorită acumulării unei cantităţi mari de ATP în celulă. Ali- 
mentarea treptată a glucozei poate elimina acest inconvenient. În plus posi- 
bilitatea menținerii -unor concentraţii mici de substrat poate fi utilizată 
la determinarea unor parametri cinetici cum ar fi: constantă de saturație (K,), 
coeficientul de mentinere (m) etc. (Esener si colab. 1981), (LEE şi YAN 1981). 
De asemenea, este demn de reținut, faptul că şarja cu alimentare poate da 
aceleași informaţii ca și © cultivare continuă, fără a fi necesară eliminarea | 
unei parti din biomasă, controlul volumului sau modificarea stării staţionare. 


O trecere în revistă a bi oproceselor în care este utilizată alimentarea 
intermitentă sau continuă a fost făcută de Whitaker (1980), iar o alta 
referitoare la tipurile de control al debitelor de alimentare: de NE mane 
şi Shimizu (1980) S : 

~~ Pentru stabilirea ecuaţii lor procesului se porneşte de la calcularea pie 
lanțurilor de masă. În ipoteza că variaţia densităţii mediului în timpul proce- 
sului este neglijabilă, datorită alimentării, într-un internan mic de timp At, 
se va obține o creştere de volum, AV. . 

Dacă notăm cu F debitul de alimentare a substratului, F, debitul de 
alimentare al unei baze necesară reglării pH- -ului, cu Fas debitul de antispu- 
mant şi cu F, debitul de apa’ pierdută prin evaporare (în cazul culturilor - 
aerobe), va rariafia de volum va fi data de relaţia : 


AV = PAL + FpAt + Fat = “FAL (202) 


în general, Fa 4 Fits Fy. Cum la un debit de aer de Ivv (la t = 30°C, 
ES 60°%)| pierderile prin. evaporare sint sub 4%, (în 2 zile), suma 
Fo pb Fas — Fy. poate fi negate, variatia: Volumului fiind dată de ecuaţia 


simplificată : 
“Vv =FA; (208) sau 

= pai Date (0037) 

di l 


Ecuația de bilanţ a biomasei se calculează cu relația : 


Va + utV= (V + AV)(x + Az). (204) 
Cum AVAz x o, notind VAr a AV cu A(Va) si împărțind prin Af se obfine: 
| ae UNE) a (205) 
ef Ds: Rie | 
Pentru At 0, | 
E a (206) 
dt | 


Similar se procedpază pentru substrat : 


FS,At + VS = E AE ne (GRF ASV + Av) © (207) 


Yasta 3 


Sau, după, prelucrare : 


aS), pg iso S, 5 (208) 


aE: TT a a Rl 
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a (Pirt 1974) 


ies ek 
Ni t ind D 
Ki li Va) Gl i 
obținem i : ers E ae 
= e — -D)e a (209) 
unde E reprezintă viteza sci de cr regtere (n) cor cctată pentru variaţia | 
volumului. | 5 
(Se observă că în cazul în care Y e= et, pă = y). 
şi: i : ; | 
as - A A) 
= D(So — 5 Cede is l 210) 4 
a (S. heart ei x 0) | 


- Ultimele două ecuatii sint idensice (formal) cu cele Anite pentru. culti- i 


varea contina dar, deoarece d chester D nu mai este o constantă. 


2.3.3. 2. CULTURI. SINCRONE 


sai utilizarea tehnicii cultivării continue. “creșterea microorgan! smelor. 


poate îi apreciată în termeni de viteză: specifică de creştere sau timp de du: 


„lare. În pofida acestor avantaje performanţele individuale ale celulei nu pot’ 
` fi puse în evidenţă, fiind. mascate de- comportamentul statistic al populaţiei, | 


deoarece celulele se găsesc. distribuite în toate fazele ciclului de creştere., 
Principalul avantaj al culturilor sincrone constă în faptul că toate celulele 
unei populaţii se află în aceeaşi stare fiziologică (în același stadiu de dezvol- 
tare), comportamentul unei celule fiind. multiplicat cu numărul de” celule 
existente, ceea ce dă posibilitatea studierii ciclului de creştere al microor- 
ganismelor precum și al legăturii acestuia cu metabolismul celular. | 

În funcţie de natura tehnicilor utilizate, se pot deosebi două categorii 
"distincte de culturi : 1) culturile: sincrone în care toate celulele se divid în 


același timp, deoarece la început au fost selecționate celule; cu vîrstă şi die. 


mensiuni asemănătoare si care nu au fost perturbate profund în tehnica 
utilizată pentru selecţie ; 2) culturi sincronizate care au fost aduse în același 
stadiu de dezvoltare, de regulă prin -tratamente fizice sau chimice, care au 
intirziat dezvoltarea anumitor celule (Zarnea 1984), 


“Von Mayenburg ( 969) a utilizat pentru sincronizarea dezvoltării. 


drejdiilor, oscilatiile ce apar in regimul chemostatului la modificarea debitelor 
de alimentare. Această sincronizare durează în general 2—3 generaţii dar 
s-a--reusit stabilizarea ei si pentru perioade mai lungi. 


. O altă metodă de sincronizare constă în adăugarea unui nutrient în pul- 
suri, in timpul unei cultivări continue pe un mediu in care respectivul nutri- 
ent este în cantitate foarte mică (Kjaegaard si Joergensen 1979); 
| “Calculul. intervalului de timp dintre două adăugări ale nutrientului 
limitativ (glucoză, fosfat) poate fi făcut cu relaţia : 


n2 + [7-2 ra di te (2.11) 
ai a ee Es e ul ati 3: 


O altă Ac de, sincronizare este cea a culturii sincron fazată (Dawsol 


1969, 1972). Nutrienţii se adaugă la intervale de timp egale cu un timp. de 
dublare ales de experimentator (poate fi diferit: de cel al microorganisinului). 


eh CCN TES S ee 


După un timp de dublare, se elimină 1/2 din volumul Wipinasei și se e adaugă 


o cantitate egală de mediu, de cultură. 
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Repetarea acestui procedeu poate Pompă . . Pompă 
menține sincronizarea. y 


d a z ezervor 
Cultivarea sincron fazată repre- S substrat (glucoză) 
zinta o extindere a teoriei . cultivării Pay 
continue (ea fiind de fapt o. cultura njia Siton 
semicontinuă), permitind studiul siste- Rezervor i 


matic al-ciclului de creştere în condiții mediu (s-0) 
constante (fig. 44). i 


2.4, PREPARAREA MEDIILOR _ 
LA NIVEL INDUSTRIAL 


Microorganismele ca toate orga- Fig. 44. Schema unei instalații pentru cul- 
nismele vii au nevoie-pentru creştere tură sincronă (Kjaegaard și Joergensen, 
si multiplicare ca şi pentru celelalte. 1979). 
manifestări ale activităţilor biologice 
dc prezenţa în mediul înconjurător a unor substanţe nutritive care să conțină, 
pe de o parte, elementele chimice necesare pentru sinteza constituenfilor 
ce ulari, pentru activitatea enzimelor si sistemelor de transport și, pe de altă 
p: cte, să le furnizeze: substanțele necesare pentru producerea de energie 
bi logic-utila. - MA f i | y 


2.4.1. CERINȚE NUTRITIVE 


Pirt (1975) propune clasificarea nutrientilor în patru grupe mari ; 

1) surse de elemente: „majore“ C, H, O, N: | 

2) surse pentru elemente minore P, K, S, Mg; 

3) surse pentru asigurarea microelementelor ; | 

4) surse de factori de creştere (de obicei vitamine). 

Primul pas în definirea unui mediu de cultură a fost facut de Pasteur 
(1896) care a introdus mediul partial defin t, alcătuit din glucoză, tartrat 
de amoniu. și cenuşă de drojdie, pentru creșterea drojdiilor, Rolul tartratului 
nu este prea ċlar, dar este posibil să fi contribuit la transformarea mediului, 
într-unul selectiv. pentru drojdii, deoarece in acea perioadă nu existau alte 
mijloace de obţinere a unei culturi pure. Necesarul de vitamine pentru cres- 
terea drojdiilor a fost demonstrat de Wildiers (1901) care a arătat că! 
mediul folosit de Pasteur a fost inadecvat pentru dezvoltarea drojdiilor. 
O explicaţie plauzibilă a faptului că folosind mediul amintit Pasteur 
a reuşit să obțină dezvoltarea microorganismelor ar putea-o constitui utili- 
Zarea unui inocul puternic, care conţine factori de creștere în exces (Pirt, 
O altă variantă se bazează pe presupunerea existenței unei culturi mixte, 
care ar fi putut să-şi sintetizeze factorii de creştere necesari... 

Pentru utilizarea unui mediu la obţinerea unui anu mit produs este ne- 
cesara, în primul rînd, atingerea a două obiective majore : a 

. — identificarea ‘tuturor componentelor necesare unel creşteri echili- 
brate sau a celor care pot interfera cu metabolismul celular într-un mod 


oarecare (aspectul calitativ) ; i 
— stabilirea concentrației, componentelor mediului 


(aspectul cantitativ). 
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- necesarului de carbon depinde de modul de utilizare al “acestuia. În acest 
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Pe SECESAEU DE CARBON ȘI ENERGIE ze Su eae 


Ned sapuli de energie al Eng pentru desfăşurarea proceselor de biosin i 
teză este asociat: în cele mai multe cazuri cu utilizarea unei surse de carbo 
` Oxidarea sursei de carbon este cuplată cu producerea de ATP. În organismelé 
-aerobe, oxigenul: este cel mai. obişnuit -acceptor de electroni, în timp ce: 
pentru’ cele. “anaerobe acest rol este pico: de ` compuşi Bete de li sur rst 
de carbon: saat ee 

Deoarece metabolizarea pacer utilizarea sursei de. (ad Şi pro- | 
ducerea de energic (formarea ATP) sînt procese ce se corelează intim, estimarea 


Scop este necesară scrierea bilanţului de materiale. pentru carbon. | 
La modul general, viteza de utilizare a sursei de carbon într- -0 cultiva 
în şarjă este, dată de relația : ZOE 


: ie 


in- care: Gp. este A specifică de: formare a. Rd siilui. (q/g: h) şi Y, a 
randamentul de- conversie al substratului în produs, ceilalți termeni aviadi 
semnificația cunoscută. 

„Randamentul de substrat reflectă. este Mal, cu care celula ARS ob 
energie pentru creştere şi poate utiliza carbonul pentru biosinteza materia: 
“lului celular. (Y,,, are valori cuprinse între-0,4 si 1,0 g s.u/g substrat saw) 
~1,3 g s.u.]g carbon din substrat). Aşa cum s-a arătat în capitolele.anter ioare, | 
randamentul de substrat nu reflectă necesarul de- carbon pentru menţinere E, | 
Coeficientul de menţinere depinde de condiţiile de mediu. Astfel, în cazi | 
drojdiei S. cerevisiae 'crescută „pe, gucoză în condiţii anaerobe, `W a t s o ii 
(1970) a arătat că m poate varia între 0, 036 si 0, 36 (glg: h), în funcție de | 
compoziția minerală a: mediului utilizat, - x 

Dacă în cazul proceselor aerobe determinarea pg N Pl ri de mentinert | 
poate fi realizată relativ. uşor, în cazul proceselor anaerobe este destul de | 
dificil de distins între fracțiunea de carbon utilizată în scop energetic si cea f 
utilizată pentru: sinteza materialului necesar. Pentru estimarea procentulu l 
de carbon utilizat la sinteza biomasei si al celui utilizat in scopuri energetice, 
poate fi folosită una din ur mătoarele metode : 


= utilizarea carbonului marcat. (1C) pentru determinarea tantita ji | 
“de carbon încorporată. în biomasă. Această metodă a fost aplicată | la. -drojdil | 
„de Kormančičova. (1969). Pentru S. . cerevisiae ‘crescută: pe medii 
ee Ra s-a determinat că procentul de carbon asimilat din glucoză a fost 
de 2% în condiții anaerobe si de 10% in condiții aerobe. Aceste valori. ara 


că . neglijarea utilizării carbonului pentru. sinteza materialului celular, 
cazul. „creşterii pe medii complexe, nu introduce erori prea mari; : 


—cea de a doua metodă se. aa pe determinarea carbonului asimilat | 
cu ajutorul ecuaţiei : | 


> 


„AS= AS, FAS, Ban = Amt „(248 


Orat utilizat) = AFTA at utilizat, SE mate e mnt ize in scopuri! 


pentru: creştere) .. a energetico Ta 
‘Tmparfind prin. Ax se obfine relația : e RENE e data e Pele. | 


sau 


Dacă notăm cu Ga a de masa a carbonului din celule şi cu c, conținutul 
de carbon din substrat (fracfie masică) : 


E ME CA S (216) 
ANSEL i (217) 
LT 049 ` 


Cea de a treia eas -utili zabilă pentru procesele aerobe, se bazează pe 
. stoichiometria consumarii oxigenului. Se presupune că oxigenul este utilizat 
exclusiv ca acceptor’ ‘final de electroni în procesele. generatoare de energie 
Deși această ipoteză nu este întotdeauna adevărată, deoarece în unele 
procese oxigenul poate fi încorporat prin intermediul unei‘oxigenaze în com- 
puşii organici, existența unei stoichiometrii simple între consumul substra- 
tului și “oxigenul încorporat (la: utilizarea n-parafinelor este încorporat un 
atom de- oxigen [molecula de substrat) permite: deter minarea oxigenului 
folosit ca acceptor de electroni (Harrison 1969). ” 
Surse de` carbon industriale. Cele. mai utilizate surse de carbon sînt 
zaharurile, fie sub' forma unor compuși definiti (glucoza), fie sub forma unor 
amestecuri complexe (melasă, hidrolizate de lemn etc.). 
Glucoza este utilizată în cazul în care- se urmărește obținerea unor pet 
cu înalt grad de- puritate, in special dacă prezența substanțelor colorate, a 
tăror înlăturare necesită operaţii de purificare foarte costisitoare, este ne- 
dorită. Ea se obţine prin hidroliza acidă sau enzimatică a amidonului. 
Melasele constituie, probabil, cea mai importantă sursă de carbon pentru 
industria fermentativă, fiind folosite pentru obţinerea drojdiei de Basitieaţia 
a celei furajere; a acetonci,, butanolului, aminoacizilor. 
„În afară de zaharoză (~ 50%); melasa de sfecla contine glucoza, fr uctozi, | 
rafinoză, fructozil-zaharoza şi galactozil- -m-inositol. Nezaharurile (~ 30%) 
contin compusi organici cu saw fără azot si compuşi anorganici. Dintre com- 
„Puşii azotati asimilabili, cel: mai ele puiu este - acidul glutamic 
(~ 40—50%), 
_ „Au fost celei “următoarele valori ale factorilor de creştere : bio- 
tină 17,7—21,8 ug/kg, pantotenat de calciu 23—70 mg/kg, tiamină 26 —75 mg/ 
kg (Tertyshnyi 1981). 
Deoarece compozitia melaselor este. deosebit de complexă, c caracterizarea 
calității melasei ca materie primă pentru biosinteză se face pe baza testelor 


biologice. (tabelul 22). 
Tabelul 22 


ja „Compoziția nean a melasei din sfeclă (90) 
i (Cura, 1983) 
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Printre compusii a căror prezenţă nu este dorită se numără substanţele 
coloidale, formate din pectine si pigmenți caramelizati, atunci cînd ating 
concentraţii de 1,4—12,9%. Alţi contaminanti nedoriți: sînt Pb (1—68 ppm), 
‘Cu (1,6—20 ppm), azotatii și azotiții în concentraţii de 233,7 —1 208,2 mg /100g, 
respectiv 7,3—17 mg/100-g (subst. fara zaharuri), SO, şi reziduuri de. pesti- 
cide ppb) (Kubacki şi Kasprowicz 1972, Schiweck 1980). i 

În cazul în care melasele reprezintă singura sursă de carbon, ele sînt 
neutralizate cu CaCO, iar uneori fierte în mediu acid sau bazic pentru sepa- 
rarea substanţelor nedorite prin precipitare. „iati Pe ta 4 i 

O altă sursă de zaharuri o constituie. zerul, un subprodus al fabricilor 
de produse lactate. Principalul component prezent în zer este lactoza cart 
prezintă marele avantaj al unui efect inhibitor minim, ceea ce permite folo- 
sirea. ei în concentraţii mari (Demain 1970). . za & >, 

"Trebuie. menţionat faptul că la sterilizarea termică a lactozei, o parte 
din ea se transformă în. lactuloză, compus neasimilabil. . e i 
„Celuloza există- în formă cristalină în pereţii celulelor vegetale alături 
de hemiceluloză şi: lignină (raport 4: 3:3). Desfacerea asociaţiilor dintre 
celuloză si lignină (un polifenol) se realizează prin procedee mecanice, urmate! 
_de-tratare cu abur sau iradiere cu raze y ‘(Datta 1981, Kamakura 1982). 

Materia prima pentru obtinerea proteinelor furajere o constituie ameste- f. 
cul rezultat în urma hidrolizei în mediu acid, bazic sau enzimatica deseu- 
rilor celulozice: (stuf).. Microorganismele utilizate “aparțin de cele mai multe 
ori genului Candida (Gonzales, Vales şi Moo-Young 1981) ca şi în cazul utili- f 
-__zării hidrolizatelor de lemn (Kuznetova și colab., 1971, Gauss și colab., 1976) 

sau .a leșiilor :sulfitice (Balotin şi colab. 1981). : eed ae 

Sursele de carbon obtinute din materii prime naturale (melasă, celu- 
loză, hidrolizate de lemn, leşii bisulfitice) prezintă o serie de dezavantaje 
© —compoziție . variabilă în funcţie de anotimpul recoltării: (melasă), de 
procedeul de fabricaţie utilizat (extracția zahărului), de tipul lemnului folo- 
sit (hidrolizate de lemn si leşii bisulfitice) ; O SEE: 

` -— prezenţa substanţelor neasimilabile sau inhibitoare (SOs; furfurol etc.). 

Desi folosirea acestor subproduse prezinta avantajul unui pret de -cost 
extrem de.scăzut al materiei prime, din punctul de vedere al procesului bio 
tehnologic, fluctuatiile de compoziție datorate procesului de obținere a pro 
dusului principal pun probleme deosebit de mari. Cele enumerate anterio 
pot fi considerate motivele principale pentru care, în ultimele decenii, să 
apelat la surse de carbon sintetice, cum Sint : metanolul, etanolul, n-parafinele: 


2.4.1.2, NECESARUL DE AZOT 


Azotul este “necesar în cantități mari deoarece reprezintă aproximatii 
9%, din greutatea uscată a celulei de drojdie; în care este încorporat in gent 
ral sub formă redusă ca grupă —NH,. T 


Cercetările experimentale au arătat că microorganismele sînt capabili 
să crească cu viteză mare si la concentrații mici de azot. Cele mai des utili 
zate surse de azot sînt amoniacul sau sărurile de amoniu, ureea şi aminoacizii 
Valorile tipice ale constantei de saturație pentru amoniac sînt cuprinse intr 
"0,1 şi 1,0 mg/l, iar cele pentru aminoacizi în intervalul 0,003 și 0,2 mg/l. Acest 
date reflectă eficienţa sistemelor de transport activ al celulelor pentru sub 
stantele menționate. fae NE D F. i 


A 


O ppb = părţi -pe bilion (1 ppb =.1 x 10-°) 


Op te, eae 


- 


Dacă satisfacerea limitei inferioare de concentraţie pentru azot este, 
de obicei, uşor de realizat, faptul. că depăşirea unei concentraţii de azot de 
3—5 g/l poate provoca inhibitie, poate pune unele probleme. 

» Utilizarea ureei ca sursă de azot dă în general rezultate bune dar, în 
unele cazuri, înlocuirea amoniacului necesită cantităţi mai mari de factori 
de creștere, în special biolină, ale | | 

Deşi folosirea unor surse complexe de azot, cum ar. fi extractul de porumb, 
hidrolizatele de drojdie sau uleiul de soia conduce la obținerea unor Viteze 
specifice de creştere mari, preţul de cost ridicat, prezenţa substanţelor ne- 
asimilabile si inhibitoăre precum şi fluctuațiile calitative (tabelul 23) au 
determinat utilizarea surselor sintetice de ăzot pe seară tot mai larga. 


Tabelul 23 ` 
E | ` ` Compoziţia extractului de porumb 


= ; < (Cejka, 1985) — - | N 


‘Constituent (g¢/100 g bi Domeniul- Valoarea Abaterea medie 
extract de- porumb) - - de valori. medie a probei 
ner E EAT E a D a a 
Substanţă uscată i „| 46,80—49,60 48,47 PP Ea 
Cenușă | 8,04— 10,43 BEL e 0,61 
Azot total if ae 3,33—3,67 3,64 0,11 
Zahăr total ` 2 a 4,00—4,70 | 4,26 0,15 
(exprimat ca glucoză) 0,74— 4,39 — Dad 0,94 
Acid Inctic fs H | 11,60— 19,30 a} Siaa See 1,71 
Aciditate (ml.. sol NaOH Ki om gre li i 
0,1 N/100 g extract porumb) 108—144 = | . 125,62 8,92 
Fier Ta g 0,009— 0,027 0,016 0,006 
Fosfor ; 1,5—1,9%.... 1,72 0,098 
Caleiu i -` 0,02=0,07 : 0,036 0,015 
Zinc ] 0,005— 0,012 * 0,008 0,002 
Potasiu eh 4 ge 21025 Dp ya 0,143 
ea. | urme ==0,02 0,07 0,003" 
Sedimente solide | 3874 — 52,9 i 4 3,50 


2.4.1.3. ALTE CERINȚE NUTRITIVE 


Alături de.C, 0, H, N ‘creşterea microorganismelor necesită cantități 
relativ mari de PS, Kee Tt | apes er emg. 

In timp ce fostorul intra în compoziţia fosfolipidelor, constitu'nd be 
același timp o componentă majoră a compușilor cu rol energetic A Alay 
Sulful este necesar biosintezei unor aminoacizi (cisteină, cistină), pion da 
mul potasiului este legat- de cel al fosforului, reprezentind şi un eanan T 
cărui prezență este necesară pentru consumul sursei de carbon. Smal: nian 
Prezintă un feo stimulatori al activităţii -decarboxilazelor și fosfat-trans- 
ferazelor. . | ‘ = F 
l E Alături de “elementele menționate, in structura unui mediu de Etc i 
intră şi alti ioni metalici, necesari în cantități mai-reduse, motty pentru ate 
aceste elemente sînt denumite microelemente. Din grupul microelemente B 
*Sențiale pentru reiti parte Ca, Mn, Fe, Co, Cu,. Zn, iar uneori, B, 
Na, Al, Si, Cl, I, N Èr; Ni, Mo, Sn ane iz tae da distal a 

Deși calciul nu pare esenţial pentru creșterea Do eo ae A 


stimulează creşterea în concentraţii mici, în concentrații mari ay 
Slab inhibitor, z METY 
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Fierul reprezint& un cofactor al enzimelor cu funcţii redox. Cuprul par 
ticipă la lanţul. respirator al drojdiilor. Zincul este: necesar deoarece ADN 
si ARN-ploimerazele sînt metaloproteine cu. Zn (Zarnea 1984). = (e 

În timp ce necesarul de macroelemente este uşor de evidențiat, chiar 
în cazul ionilor metalici (K+, Mg?*) care trebuie introdusi in mod obligatoriu 
în mediu, influența Cot, Mn?*; Cut, Zn?* etc. este greu de demonstrat, 
deoarece pe de o parte concentrațiile lor scăzute măresc foarte mult dificul- 
tatile legate de determinarea lor, iar pe. de altă parte există posibilitatea 
prezenței lor ca agenţi. contaminanți din apa si sărurile folosite. în prepararea 
mediului de:cultură. | aN er Reig lah ae sr a 

Necesarul de ioni minerali variază calitativ si cantitativ de la un micro- 
organism la altul, în primul rind datorită diferențelor de constitutie enzimatică 
şi de eficacitatea mecanismelor de concentrare activă a lor din mediu. În plus, 
unii factori de mediu pot. contribui la această variabilitate. Un exemplu în 
acest sens îl constituie nevoia concretă de, potasiu a unor microorganisme, 
în prezenţa unui exces de sodiu, fapt ce reflectă prezenţa, in celulele respet 
tive, a mai multor enzime care nu sînt active decît im prezenţa K+, în timp 
ce ionii de Nat acţionează ca un inhibitor competitiv  (Zarnea 1984). 

"O'tratare mai amănunţită a cerințelor nutritive ale microorganismelot 
poate fi găsită în lucrările autorilor Soumalainen şi Oura (1971), 
Zarnea (1988) precum si în Capitolul 3 din volumul 1. . | 


2.4.2. PROIECTAREA ȘI OPTIMIZAREA MEDIILOR. 
iii De DE, CUBRORA n ui mk 
Zarnea si colab. (1980) consideră că un mediu de cultură poate fi 
-definit ca un suport: nutritiv, sterilizat, care permite -dezvoltarea “şi: studiul 
unui microorganism în afara nișei ecologice naturale. Ei utilizează mai multe 
criterii de clasificate: emma A 
— consistență : (medii lichide, solide, semisolide) ; ae 
- — “tipul respirator al microorganismelor cultivate.:(medii pentru micro 
organisme aerobe si anaerobe); pena th! eee HORS g 3 
= — scopul si frecvența intrebuintarii (medii de uz curent si. medii speci 
ale de izolare care pot fi la rindul lor elective, selective, de îmbogăţire, di 
conservare si de identificare) ; | i r A) BES Fate: j 
; — după compoziţie: (medii: naturale, sintetice). E i 
“în cele ce urmează ne vom referi numai la mediile de uz curent, lichide 
Fiechiter (1981, 1984) arată că proiectarea sistematică a mediild! 


SPSS SOGE. OE LN A ER Sl E S 


de cultură poate fi făcută în şase etape. ` 


-~ Etapa 1. Selecția componentelor. şi a formei in care acestea “sînt pre 
zente in mediu. . = 2 


“Pentru estimarea macroelementelor necesare dezvoltării microorganis}. 
melor pot “fi utilizate datele prezentate in literatură referitoare la necesităţii 
nutritionale ale microorganismelor (vol 1, capitolul 3). Desi in lucrarile d: 
specialitate sînt prezentate şi reţete de mediu, utilizarea acestor reţete trebuii 
„tăcută cu multă prudenţă. Pe de o parte retetele de. medii industriale repre 
zintă secrete de fabricatie, iar pe de alt& parte retetele prezentate in divers 
articole diferă foarte mult de la un autor la altul. Pentru demonstrat 
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afirmației de mai sus in tabelul 24 sînt prezentate citeva reţete de medii uti- 
lizate pentru obţinerea de biomasă din n-parafine, Pentru calculul necesarului 
de macroelemente se poate folosi comparatia elementară a biomasei uscate, 


Tabelul 24 


“ Compozițiile + unor medi de cultură (macroelemenrey pentru obținerea biomasei 
„din n-parafină cu tulpini din genul Candida 
‘Concentratii (g/l) 


Cham- | Pro- 


Componentăl ` Cje- Vo- | Kret- |Mauer-| Moo- |Anghe-] Wag- 
' i kova |pagnat| kop | shida | schener sberger| Young} Jache| ner 
1970 | 1974 | 1971 | 1971 | 1980 | 1980 | 1970 ni PAE AD pat CEE ae ci Ea E SS oe 1969 
n- parafina EE 10_ Le | J~ i 10 15 
| fe 10 
Kel abs Mena fay fy |b wc > i s 
K,HPO, | : ara Bera Bit") 20 . 
KH.PO, - bees | 15 1] 7,0 20 | 5,5 
NH, 0,4 . 
NHC] = ri) 
-(NH,).S0,° ear 2,0 {3,0} 4,0 10 
(NH,).HPO, 10 2,0 4 ; 8,0 
NH,NO, i beci 10 
NasHPO, 0,399: | 0,48 0,6 
uree ice. | O ASE 4 
MgSO, OAT l ‘ 0, 195 OO eee ee 0,34 | 0,09 | 0,48 | 0,048 


Fiechter (1981) | propune combinaţia de macroelemente corespunză- 
toare la ‘100 g glucoză, prezentată in tabelele 25 si 26, 


Tabelul 25 


Combinatie de macroelemente ce corespund 
la 100 g glucoză : 
(Fiechter, 1981) Ho 
Element Bae “Sub formă de 


` 3 , i h . 


N 5,6 _(NH,)280,; (NHOHPO, 
p -1,5 (NH,),HPO, 
K E De 
Mg i . lL Aopen ‘MgSO 7 H,0.. AY 
peer crc nme np ep i A CELLS 


Tabelul 26 


Exemplu dă mediu semisintetic cu limitare de carbon 
atigechter, 1984) 


«, gi A . 

(NH,),so| O 2 3,5 mg 
ty Veg ie MnSO,:°7H,0 _- „5 mg 

WH).HPo al si | Biotink | 0,01 mg 


20 mg 


Inozitol 
>; 10 mg 


Pantotenat de Ca 
Tiamina 2 mg 

Piridoxina 0,5 mg 
Extract de drojdie 0,25 g 
25047 1140 Glucoză 


i 
= 
ca 
(ee) 
O 
L 23 
«I 
pami 
i 
w 
oO 
Ss 
m 
a 
JS Ja us as, gS 


= 
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an 
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O 
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co 
= 
= 
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Deoarece informaţiile despre natura şi mai ales cantitatea microele- 
mentelor necesare. unei creșteri echilibrate sînt destul de contradictorii (vezi 
de exemplu Soumalainen si Oura 1971), este necesară testarea necesarului 
de microelemente.. Pentru estimarea cantităților necesare se pot utiliza datele 
compoziției chimice a cenușii microorganismelor. Compoziţia cenușii drojdie 
ilor-este dată. în tabelul 27. ps ter pia i 

nsi SI Tabelul 27 

Elemente minerale din compoziția biomasei uscate . 

mee E de (Fiechter, 1981) . 
Element: | ne Concentraţie (g/100 g s.u.) 3 


; PA ; 0,8—2,6 
SA ie 0,01—0,24 
Seu d 2140—40 
Mg - | 0,1—0,5 
Na | -0,01—0,1 
. Ca -0,1—0,3 
ey ts tq 0,01—0,5.. 
Stu =e | „0,02—0,01 
Mn a 0,002—0,01 
Mo... Speer! 0,0001—0,0002 


Necesitatea existenţei unor metale în mediul de creştere poate fi deter- 
minată uneori indirect. Astfel în. cazul microorganismelor ce produc canti- 
titi mari de vitamină B12 este posibila existenta unei cerințe de Got. 

Nici în ceea ce priveşte necesarul de factori de creştere, datele din litera- 
tură nu oferă informaţii complete. De multe ori se preferă adăugarea unoi 
compuşi naturali (extract de drojdie, extract de porumb) fără a se cunoaște 
"exact ce factor de creştere este esențial pentru dezvoltarea microorganismelor. 


„Elapa a 2-a. Prepararea mediului 


Cea mai mare problemă la prepararea mediilor, mai ales in! condiții 
industriale, o reprezintă formarea precipitatelor. De aceea este absolut nece- 
“sar ca in retetele de preparare a mediilor sa se specifice nu numai cantitatile 
ci si ordinea de adăugare a sărurilor. Ideala ar fi alimentarea separată A 


surselor de fosfor, magneziu si fier, dar această metodă este foarte costisitoare 


Utilizarea unui pH scăzut sau a agenților chelanti (acidul citric pentru le- 
garea ficrului, histidina si alti aminoacizi dind rezultate mai slabe). - 

O altă problemă ce apare la prepararea mediilor o constituie degradarea 
la sterilizarea termică a unor compuși (vitaminele). Pentru acestea, este prefe- 
rabilă dizolvarea în cantități mici de apă si sterilizarea prin filtrare. - 

Din păcate nu pot fi făcute recomandări la procedura optimă de preparalt 
a mediului, aceasta depinzind de caracteristicile fiecărui bioproces in parte 


Elapa a 3-a. Diagrama preliminară v = f(D) 


O procedură foarte eficace pentru încercarea mediului este chem 
statul cu limitare de carbon. Reprezentarea concentraţiei biomasei și a sub 
stratului funcţie de dilutie ne arată dacă cinetica creșterii urmează sau MU 
modelul Mono d. Estimarea parametrilor de creștere (Y, um, K,) ne poalt 
oferi informaţii utile. -Din aceste date se observă daca mediul respectiv ofer 
posibilităţi optime de creştere. . ne a : 


126 


“Etapa a 4-a. Determinarea constantelor de saturare si inhibitie pentru 
sursa de carbon , 


Pentru aceasta se: variază concentraţia surse; de carbon, efectuîndu-se 
mai: multe cultivări în. sistem. discontinuu, 

În cazul în care se obțin valori prea mari ale constantei de saturație, 
pot îi luate în considerare: următoarele cauze : 

— substrat greu degradabil ; 

<` — existența unui inhibitor (inhibitie de substrat sau produs); ^ ~- 

— distribuţie impene (creştere la sia agitare. slabă, spumare 
prea puternică) ; 

— limitări necunoscute. 


Etapa a 5-a. Optimizarea mediului 


Pentru aceasta se: util'zează cultivarea în chemostat. Tsuchi ya şi 
colab. (1980) au utilizat metoda chemostatului pentru optimizarea mediului 


necesar dezvoltării unui microorganism metilotrof la o vileză de dilutie 
de 0,1 hœ! utilizînd ca substrat limitativ, metanolul. Au fost estimate can- 


tităţile optime de NH}, PO? si Mg2+ din valorile concentrației minime de 
săruri la care a apărut limitare ea de carbon (fig. 45). În același mod s-au 
Stabilit şi concentrațiile optime de Ca**, Fett, Mn?* si Zn?*. În figura 45 
aM reprezentate datele utiliz zate la RHA content rajiilor de NH. După 


= ii 
Da Prey. Sg 
iE; n03 T 
203 
2 = 23 
RER zei 
Ms |2 > pl a 
a Cd CT a e Uau 
| MgSO; 7H20 în meciul £ Concentrația relativă a 
de alimentara imga metaletor(Ca,Fe.Mg și Zn) 
a` hh mediul de alimentare 


2 


z aT et: d 
eu Saal Sri E {04 — 
=A) =} wer. ‘— Eas ’ 
3. EP ac pa S103 & 
g Balers E 2 
% E a2 1 E a jo2 € 
=e = La 
= g 5 <3 > 
Of & = 02 ---010 i 1 
S zj 3 
| em Q35 05 07519 = l 
(NH,}S0, în mediul HPO în mediul cle 
de alimentare (mgt y - alimentare mg-t™ 


m ey Pa ty tură in care sub- 
‘Fig, 45, EAEN ple de ci nee a unui mediu de cu 
a Cd i RE cate metanolul, folosind tehnica . chemostatului 
D = 0,1.h-1); 
WEE e — biomasă; 2 A. — randament Fate ai 
(Tsuchiya, 1980). i 
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? 


Fig. 46. Optimizarea mediului de cultură “prin utilizareă 


? 

. a ‘unui semnal de tip impuls; (Fiechter, 1980):. 

E E curba 1 — substanţă fără efect semnificativ asupra creşterii; 
tă |. curbele 2, 3 — efecte de creştere.reale (substratul respectiv 
EY ESTEM ERA eaa Miche tal E A 
3 "curba 4.— concentraţie prea mare de. substrat (efect in- 

= -hibitor)e - i u ate Ei 


Timpul de răspuns al biomaser 
dupa. impuls sway 


“stabilirea concentraţiei estimative de (NH,).SO, s-au facut 4 eultivari la 
o dilutie de 0,1 h71, singura diferenţă fiind concentraţia de .(NH,).S05 
(0,25 —0,5—0,75—1 g/l). Este de aşteptat ca la concentraţii mici de NH}, 
- acest ion să devină factorul limitativ. Cea mai mică valoare la care apare | 
“limitarea prin carbon reprezintă concentrația optima a. acestui nutrient. 
`O metodă mai elegantă; care nu necesita 4 cultivări ci doar una singură, 
‘constă. în modificarea (în timpul cultivării) a concentraţiei nutrientului 
cercetat, Modificarea. poate fi făcută in. două moduri: Ma. 
— printr-un semnal de tip treaptă (shift); 
. — printr-un, semnal tip impuls (pulse). 
(În ambele tehnici dilutia se menține constantă). . | 
În figura 46 este prezentată modificarea concentraţiei biomasei la mărirei 
printr-un semnal tip impuls a concentrației unui nutrient. În cazul în care 
-nutrientul respectiv este neesential, pentru creştere se obţine o curbă de tipul 1. 
In cazul în care nutrientul respectiv este un nutrient esenţial, aflat în concen- 
tratie limitativa, se obţin răspunsuri de tipul curbelor -2 sau 3. În cazul în 
care doza de nutrient limitativ este prea mare se obţine un palier (curba 4) 
care ne arată că alti nutrienți au devenit limitativi. . | 


Etapa a 6-a. Utilizarea tehnicii ehemostatului - pentru determinarea 
constantelor organismului în cazul folosirii mediului cu compoziţie optimă 


Un aspect foarte important care: trebuie avut în vedere pe, parcursul 
procedurii de .proiectare şi optimizare a mediilor de cultură îl constituit 
cerinţele tehnico-economice; deoarece preţul materiilor prime reprezintă 
10—60% din costul de producţie. AL AAN | 

Deşi preţul de cost mai redus ar recomanda folosirea materiilor prime 
naturale (melasă, hidrolizate, leşii bisulfitice), nu trebuie uitat faptul că 
acestea contin produşi neasimilabili, a căror prezenţă ridică două probleme 
mari : mărirea preţului de cost pentru etapele de prelucrare și purificar 
a biomasei si al celui legat de protejarea mediului ambiant (tratarea termică 


și biologică a apelor reziduale). 
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| "3. TEHNOLOGIA DE FABRICARE = 
A DROJDIEI FURAJERE UTILIZIND CA SUBSTRAT 


SOLUTIILE SULFITICE REZIDUALE 
ŞI PREHIDROLIZATELE DE LA FABRICARE 


 CELULOZELOR i 


C. STANCIU, G. ROZMARIN, MARIA HERCZEGH 


3.1. PROCEDEE DE FABRICARE A CELULOZELOR 


©. Celuloza reprezintă componentul chimie principal al plantelor superioare - 
si se poate obţine prin solubilizarea substanţelor. însoțitoare cum sînt : lig- 
nina, hemicelulozele, grăsimile, taninurile ete. .. | 

Majoritatea celulozei se produce în prezent ‘din lemn de rășinoase din 
„zona temperată. Ca urmare a deficitului de lemn de rășinoase s-a extins 
"utilizarea lemnului de foioase, prevazindu-se o creştere şi mai accentuată 
în viitor. În prezent, aproximativ 30% din cantitatea totală de lemn folosit | 
în scopuri industriale o reprezintă lemnul de foioase. 
| In tabelul 28 se prezintă compoziția chimică medie a lemnului de esență 
moale și esenţă tare, iar în fig. 47 compoziţia chimică a lemnului de molid 
ȘI: mesteacăn. | : 

Deoarece, lignina constituie substanța de bază care se elimină in procesul 
de obținere a celulozei (circa 90%), acest proces poartă numele de deligni- 
ficare sau dezincrustare. 


Tabelul 28 


< Compoziția chimică medie a lemnului de esență moale 
| tea şi esenţă tare (in 0/) 


gihpouinteal | Lemn esenţă moale Lemn esență tare 
. r ; È 4 h 4 x i — ea eae 
Cini a ees Sued eae | Oy 4542 
Hemiceluloze a S 2742 i 
Lignină Ie pi M3 28+3 ră 
Substanțe extractive 342 5t 
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COMPOZIȚIA LEMNULUI 


40% Ss 3%, 
CELULOZĂ. N cELULGZK BY 


2 | LE XTRACTIBILE 
MESTEACĂN dez 
ti Pia 


bai Fig. 47. Compoziţia chimică a lemnului de molid şi de mesteacăn. - 


© Delignificarea se realizează la temperatură şi presiune ridicată, după 


o anumită diagramă de fierbere. în prezența unor substanţe chimice specifice, + 


acest proces purtind denumirea de fierbere. Pasta hbroasă rezultată. prin 


‘delignificarea țesuturilor vegetale se: numește pastă chimică sau celuloză. 


„Eliberarea celulozei de încrustare are la bază proprietatea unor substanţe 
de a reacționa mai repede cu lignina decît cu polizaharidele.. | 
_ * Procedeele cunoscute de fabricare a celulozei pot fi împărţite în urmă- 
toarele cinci grupe: procedee acide, procedee alcaline, procedee neutre, 
procedee oxidative şi procedee combinate (Obrocea si colab.: 1987).. | 
- -` Din grupa procedeelor de dezincrustare cu reactivi acizi fac parte: proce- 
deul sulfit, procedeul bisulfit si procedeul cu acid azotic. i 


as 


[Se Oe eee 


= Procedeul sulfit. Folosește pentru dezîncrustarea -lemnului așa-numită 


„„Soluție bisulfitică cu un conţinut ridicat de SO, liber la un pH de plecare 


de 1—2. | REA Poti - 

“Baza poate fi: calciu, “magneziu, sodiu sau amoniu... >- _ 

-` ` Procedeul bisulfit. Lesia de fierbere conține SO, liber putin sau de loc, 
iar ionul bisulfit predomină în soluţie într-un domeniu de pH = 2—6. În mod 
normal:se*pot folosi ca baze de sodiu, magneziu sau amoniu, baza calciu fiind 
insolubilă” pentru’ utilizarea - practică. -" ia a ek ‘i 


Procedeul sulfit neutru (NSSC). Lesia conţine în principal ionul sulfit: 


Si este menținut în domeniul de pH = 7—9 prin utilizarea Na,CQ,. In mod 
normal se foloseşte sodiu sau amoniu ca bază; these 


Din grupa “procedeelor combinate ‘de fierbere pentru valorificarea pro- 


duselor secundare prezintă interes "procedeul sulfat cu prehidroliză. 

Procedeul sulfat cu prehidroliză. Permite fabricarea ‘celulozelor de mare 
puritate pentru -prelucrări chimice. - În acest procedeu: eliminarea pentoza- 
nilor în proporţie. de 80—90%, se realizează premergător. fierberii sulfat 
printr-o hidroliză acidă sau mai economic cu apă (autohidroliză), la tempera- 
turi del KO. -173C (Stanciu, 1974, 1987). . ieee Cati 

În tabelul 29 se-prezintă producţia:de paste fibroase în lume pe perioada 
1987—1992, din care'rezultă că ponderea o deţine procedeul sulfat de fabri- 


catie a celulozei. (Pulp,. Paper- International, 1989)... 


-is i 


Tabelul 29 


„Producţia de paste firboase în lume, mii t/an 
í (Pulp, :Paper International, 1988) 


Viteza — 
1992 de creștere: 


Caracteristici | 197 | de 059 1990 1991 în ger poet 
3 i 1987—1992 
Celuloză-sulfat albită 58270} 59.650| 61370) 64400| 65860] 67350 2.6%, 
Celuloză-sulfat nealbită | 38 730| -38 820| 38770] 38790] 39110] 39110 e 


Celuloză-sulfit . 10710] 10 490| 10 620| 10490) 10490| 10 490 0,2% 
Alte paste chimice in- a , 
cluzind și pastele se-| | ; i : ; 
michimice Pen 24 460| 24500] 24540] 24780] 24780) 24 780 —0,2% 
IMP /BCTMP y 5 050 6 000 6 740 7 250 .7490 |. 7.590 0,4% 
SGW/PGW/RMP/ i 
TMP. 


33 950| 35 270 37 010 37950] 38240) 38 400 2, 204 

Total în lume. => s | 171.170 | 174 730 | 179 050 | 183 660 185 970 | 187 720 
Rata de creştere anu- “ers. 

ală = til 21% | 25% | 25% [15% 1% 1,6% 


În fierberea sulfat, dezincrustarea materiilor vegetale se face cu soluţii 
apoase de hidroxid si sultură de sodiu. | s 

Fierberea este operațiunea de bază în fabricarea celulozei. După fierbere, 
urmează spălarea. pastei celulozice care are ca scop, pe de o parte, separarea 
fibrelor celulozice de „soluţiile reziduale de la fierbere și, pe de altă parte, 
să recupereze în măsură. cît mai mare și cît. mai puţin diluafi reactivii 
' folosiți la fierbere. . | | | | Să 
l Dè la faza de spălare în cazul fierberilor sulfit si bisulfit sint colectate 
lesiile reziduale care sînt valorificate in principal pe linia obținerii alcoolului 
etilic, a drojdiilor furajere și a lignosulfaților. intel weed Fe 

În ‘cazul procedeului sulfat cu prehidroliza, recuperarea prehidroliza- 
tului care este valorificat; pe linia obţinerii furfurolului și a drojdiilor furajere 
se face după efectuarea fazei de prehidroliză. al 

La nivelul. anului 1980, producţia mondială aproximativă de subproduse 
din leşiile reziduale din industria celulozei a fost de | 890 mii tone (tabelul 30). 


Ta belul 30 


-` Productia mondială de subproduse din lesiile reziduale 
i "* din industria celulozei 
(PNUE — Colection industrie et environnement, 
Gestion de l'environnement dans industrie de la pate 
et du papier, 1980) 


" Producția. . Capacitate (t/an) 
È: a . 
~ Lignosulfonati he îi ai 
Lignina Kraft A Sa an 
Drojdie furajeră — : 
Etanol 100 000 
60.000 


Melasă din lemn — 
ră 
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- 3.2, POTENȚIALUL DE PRODUSI SECUNDARI |. 
| „LA FABRICAREA: CELULOZELOR ` = 


. Produşii secundari de la fabricarea celulozei se impart în produși pe 
bază de glucide, lignină si substanțe extractibile. Cerinţele pentru produsul 
principal, celuloza, determină condiţiile în care se fabrică produsii secundari, © 
Substanțele pe bază de glucide sînt produse prin hidroliza he micelulozelor 

„Și: într-o măsură. mai mică a celulozei însăşi. În producerea celulozelor chi- 
mice, continutul de hemiceluloze este redus prin hidroliză acidă (prehidrol:ză), 
În fig. 48 se prezintă variaţia conţinutului de alfa-celuloză. funcţie de conți- 
nutul de pentozani rezistenți din celuloză. me EN ci e 
~ O dependenţă similară a fost observată și de celulozele chimice sulfit 

„Cantitatea de zaharuri valorificabile este dependentă în mare măsură de pro- 

prietatile celulozei produse. În producerea celulozei papetare unui conţinut 
EIE re ridicat de hemiceluloze este lăsat 

ALFA -CELULOZA (0/4). . „deliberat. în produs, ceea cecon 

Tin Font -duce. la reducerea cantităţii ‘de 
zaharuri în leșia reziduală. - 

In faza. de fierbere acidă, 
majoritatea hemicelulozelor. este 
hidrolizată: în monozaharide, ceea 
ce este avantajos pentru fabri- 
carea produselor secundare. Ce- 

lulozele chimice pot fi produse 

„a prin procedeul sulfat cu pre- 

20 25 30 hidroliză_ sau sulfit. Legătură 
PIERDEREA PRIN dintre procedeul, de fabricare a. 

l „ PREHIDROLIZĂ 1%] celulozei şi. fabricarea produsilor 
Fig. 48. Corelatia dintre pierderea la- prehidro= “secundari este. ilustrată clar in 
liză si conţinutul. de alfa-celuloză in cazul lem- cazul procedeului sulfat cu pre- 

l J . nului de mesteacăn. „hidroliză. pi: i 

E í „În procedeul sulfat cu pre: 

“hidroliză, cantitatea de zaharuri | 
depinde de pierderea prin hidro- 
liză în faza de prehidroliză şi .de 
-cantitatea de’ prehidrolizat care 
scie _ poate fi extrasă din fierbător, 

Me, ; fn fig. 48 eS eaten la- 

9501 wire 4 A NN .. Infig. 4 se prezintă corela: 

> Se fia dintre pierderea la prehidroliză 
| şi conţinutul de alfa-celuloza in 
ers A: | „cazul utilizării lemnului de mes- 

4 Pee ne ami y teacăn (Touminen, 1986), iar’ în 

Say om „fig. 49 aceeaşi corelaţie în cazul 
lemnului de fag (Stanciu, 1987). 
| Bae) _ La producerea. de celuloză 

-10 | >, 30 chimică din mesteacăn nivelul 

Pierderi la prehidroliză [9%] dorit de alfa-celuloza este atins la 

Fig. 49. Corelatia dintre pierderea la prehidro- 0; Pierdere $ prehidroliză as 
“liză şi conținutul de alfa-celuloză în e, lem- aii la pisi lao pues ue E 

nului de fag la diverse temperaturi de pre- 15—20 %, iar Ta fag. o pierdere 

a. hidroliză. . TUTE A aA ASSN lea : i 


15 


„Alfa celuloza [9%] ` 
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Este cunoscut: faptul că vanda- d ihi l Wrage 
es eS „PRODUCTIA Dp 
mentul in zaharuri în funcţie de du- ce ZAHAR[ KG / TIDE LEMN 


rata hidrolizei creşte la început, a- 


tingind punctul maxim, după care | 


scade, deoarece reacţia de hidroliză 
a hidratilor de carbon se compune din 
două reacţii similare, de formare a 


zaharurilor si de distrugere a acestora. ` 
In fig. 50 se prezintă. cantitatea ` 


de zaharuri obținută în  hidrolizat, 
funcție. de pierderea la hidroliză, in 
uldroliza. acidă a 


În timpul fierberii sulfit; hemice- 


lulozele sînt îndepărtate si majoritatea 
ligninei-se dizolvă ;. din . acest. motiv 
zaharurile din leşiile sulfitice. rezi- 


duale sînt mai „greu. exploatabile. 


Potențialul de produşi secundari 


200 


30 


25 


15. 20 


PIERDEREA PRIN 
Pe ai „i HIDROLIZA { °% ] 
Fig. 50. Cantitatea de zaharuri obținută m - 
hidrolizat, funcție de pierderea la hidroliză, 
în cazul lemnului de pin (1) si de mestea- 
can (2). s 


in | procedeul sulfat - cu prehidroliză 


SI procedeul sulfit este prezentat comparativ. in fig. 51 si fig. 52, în cazul 
utilizării: lemnului: de pin. şi de mesteacăn, la 0 producţie de 100 000 t/an 
celuloză (Kovasin, 1985). În acest, caz conținutul. de alfa-celuloză a fost de 
93—94%, pierderea. la prehidroliză la pin.a fost de 17%, iar la mesteacăn 


de 29%.. A t 


Din fig. 51 si 52 se poate observa că există o diferență mică între canti- — 
tatea de produse secundare pe bază de zaharuri obţinute prin procedeul sulfat 


Cu. prehidrolitză Și “procedeul sulfit. 


Sulfat _ 
prehidroliză. .| 


“celuloză: 
100 000 T 


lignina sulfat 
80.00 k 


pierdere la al- 


bire: 55600-7.. 


PIN 2860007 


ENGI ZIN 


Sulfit . 


celuloza 
100000 T 


drojdie furajeră 14000T 
au ta de lemn44000T 
“|SOU q{ cool „100007 - 


“Ignosulfonați | 
i 60000 


“ATfe substante organice 
pierdere la albire 
Pi 620007 . | 


Fig, 51. Potenţialul ae pr dânsa PE nd la fabricarea celulozei chimice din pin. 
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x 


__prehidroliză |. 
sulfat 


l 1 “celuloză 
drojdie furajeră 16000 T 100 0007 
sau melasă din lemn 572007 
SOU taza 23 000.T 


celuloză 5 =a. aie 
drojdie furajeră 19 000 T 
100000 T - sau 3 
Ai, LE SĂ a melasa de le 56 200 Ta 
_5700T ulei mesteacan sau re 27000 T 


gic oo : 
lignosulfonat: 570007 


„Alte subs.organice 


i pierderi la |; pierdere la albire 
albire „72. 8007 
65960 T. ; ; 


“Fig. 52, Potenţialul de produse secundare la fabricarea fuge chimice din mesteacăn. 
9,8, COMPOZIȚIA SOLUȚIILOR SULFITICE REZIDUALE. 


- La fabricarea celulozelor sulfit rezultă importante cantități de soluții | 
reziduale (3—11 m?/t celuloză), pentru valorificarea: cărora s-au facut nume: | 
roase cercetări in toate țările încă de la începutul fabricării celulozelor din 
“lemn prin procedeul sulfit (Melms, Schvenzon, 1976: Poland si colab.,. 1968, 
Schmidt, 1972, Hajons 1984, Slavin, 1989). 
“Interesul deosebit ce se acordă valorificării sub diferite forme a so ușii 
“sulfitice reziduale se datorează necesității rezolvării acestei probleme sud 
- două aspecte principale: ez SL ad G 
— valorificarea substanțelor organice dizolvate: din lemn în. procesi | 
de fierbere, care reprezintă cantităţi aproape egale cu cele ale celulozei fă 
bricate prin aceasta realizindu-se valori, suplimentare din lemnul utilizat! 
în. fabricaţie ; iy va Sint Role | _ 
— reduceri importante ale volumului de substanțe nocive deversate 
in cursurile de apă cafe, receptind aceste soluţii, devin practic rîuri moarte | 
"În cazul valorificării soluţiilor sulfitice reziduale în etanol are loc redu 
cerea CBO, cu 40%, iar în cazul valorificării pe linia fabricării drojdiilo 
furajere are loc reducerea CBO, cu 80% (PNUE-Collection industrie et et 
_ .vironnement. Gestion de l'environnement dans industrie de la pate et du 
` papier, 1980). TA = ay, = NE q 
= Soluția sulfitică reziduală se separă din circuitul tehnologic al fabricării 
celulozei, în procesul spălării materialului fibros rezultat din fierberea lemnului 
- Soluţia sulfitică. reziduală este un lichid brun pînă la galben-brully 
cu densitate optima cuprinsă între 1,040 si 1,070 g/cm? si un conținut di 
substanta-uscata de 8—15%, din care 10—30% de natură anorganică, restul 
fiind substanţe organice dizolvate din lemn. = ere up AI l 
Majoritatea componentelor” leşiilor sulfitice reziduale îşi au origine 
-ån principal în lignină (lignosulfonati) si în hemiceluloze (mono- şi oligozahă 
ride). În tabelul 31 se.prezintă. produsele obţinute de la fierberea sulfit 


— jar în tabelul 32 sînt prezentate produsele utile care pot fi obținute porniti 
© de la aceste leşii (Sjéstrom, 1981). Al N 
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a Tabelul 31 
Produse E i, de la Herero sulfit (in kg/t) . 
.(Sjéstrom, 1981) 


Molid ` Mesteacan 

Componentul ih dee Randament Randament 
| ae hia 20% „49% 
ig ignosulfonati Siy a PR 480(540) 375 
Lignosulfonati cu M > 5 000 245(280) 55 
Hidraţi de carbon ») ‘ eta 280 3975 
Arabinoză ‘ oa „10 10 
Xiloză ’ f 60 - 340 
Manoză | 120 > Și 10 
Galactoză - | 50 10 
Glucoză i E set ph 40 5 
Acizi aldonici ` 50 95 
Acid acetic ~ ** 40% 100 
Substante extractibile - S : -40 j 40 
Alți compuşi : : E) i P 40 E 60 


a) Calculat ca lignină: Valorile estimate pentru lignosulfonati sint date în paranteză 
(calculate presupunind că gradul de sulfonare este de 25 miliechivalenti/g lignină). 
b) 80—85% monozaharide, restul fiind „poli si oligozaharide. 


= Tabelul 32 


| Subprodușii principali bazati pe leșia sulfit reziduală 
_ (Sjéstrom, 1981) 


P rodusul Eo ‘ae Metoda de separare Utilizare 
x eee ener i E, - E . ; 
Lignosulfonati | 400—550 . _Evaporare, precipitare ultra- | Aditivi (noroiextractie petrol, 
` filtrare, electrodializă, ex- ciment Portland), agenţi 
cludere ionică de dispersie si lianti (tex- 
A tile, ind. poligrafică, sus- 
“pensii minerale), materie 
primă „(Vanilină, dimetil- 
y AP sulfoxid etc.). 
Zaharuri şi „300—450 -| Evaporare,  ultrafiltrări, Industria alimentară si in- 
acizi aldonici Be schimb ionic, electrodializă, dustria chimică 
a “| excludere ionică 
Alcool etilic distilare Industria alimentară și chi- 
=e ‘gia ee mică (solvenţi, dliaterio pri- 
2 mă) 
Proteine . 90—110 Fermentare : Industria alimentară și a nu- 
l l | treturilor 
aa e — f e ee = ; = 
Acid acetic ` 30—80 Extracţie, distilare | Industria alimentară si chi 


mică (solvent și materie 
primă) 


Industria materialelor plas- 
tice si lacurilor 


aa ar] 4 
F urfurol. ` i 


10—15 Adsorbfie, distilare ` 


Butanol, ace- 8008 4M "Fermentare, „extracție disti- | Industria materialelor plas- 
ond, acid lake RR tice şi lacurilor (solvent, 
lactic ` „n ia ie E oti oua «pietei a amabis pruna) ai 

imen S SoB A DEES su | Industria materialelor plas- 


tice si lacurilor (solvent). 
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vi 

Fig. 53. Variația compoziției prehidroli- 

zatului din lemn de fag (T= 170°C, 
peli. ali: 3,5) în funcție de” durată: 1 — 
oligoxilani ; 2 — ‘xilozX;. 3 — furfürðl; 

4 — produse de condenisare. 


e 


4 
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AA 


Transmisia . 


A XR i „3000 . 3500 i800. 1600 judo „1200 t pe got 
40 = x `~ „CIT 
Lae „Fig: 4, ‘Spectr. AR al depunerilor de la prehidroliza lemnului ae fag 
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Compoziţia soluţiilor sulfitice reziduale variază foarte mult, fiind funcţie 
de o serie de factori cum ar fi sortimentul de celuloză fabricat, specia de lemn 
utilizată, natura şi concentraţia soluţiei de fierbere, dotarea tehnică a unității 


producătoare și tehnologia de fabricaţie adoptată. 

Randamentul total de monozaharide in lesia sulfit scade cu creşterea 
randamentului în celuloză (fig. 53). Astfel, la un randament în celuloză de 
47%, randamentul în monozaharide este de 130—137 kg/t lemn, iar la un 
randament de 50% scade de la 126 kg/t lemn (Sarkov., Kuibina, 1972). 
Un conținut mai mic de zaharuri, deci o distructie limitată a polizaharidelor, 
va avea loc în cazul fabricării celulozelor ‘de mare randament, a celulozelor . 
cu un grad de dezinerustare scăzut, a celulozelor pergaminabile, la care se 
aplică un procedeu' menajat de fierbere, în vederea reţinerii hemicelulozelor. 

Astiel, la fierberea de randament normal (pînă la 50%), randamentul 
in monozaharide reprezintă 15—16% din greutatea lemnului de rășinoase, 
iar la celuloza de mare randament (pînă la 60—65%), 12—13%. La fabrica- 
rea hemicelulozei (randament 70—75% ) lesia conține 2/3 oligozaharide 
care pot fi utilizate la fabricarea drojdiilor furajere numai după operațiunea 
de inversie (fig. 54 si 55). yei amr -> 

| Figura 56 reprezintă comparativ randamentul în monozaharide (in 
kg/t lemn), functie de randamentul în celuloză la o' fierbere sulfit si bisulfit 
‘de sodiu a lemnului: de molid, remarcindu-se superioritatea procedeului suflit 
de sodiu, în ceea ce priveşte conţinutul de monozaharide. ` 

Cantitatea de zaharuri existente in lesiile sulfit reziduale este direct 
proporţională cu temperatura și turnusul (durata) de fierbere (fig. 57). 

Așa cum rezultă din fig. 57, concentraţia zaharurilor scade foarte mult cu 
depășirea temperaturii de 155°C. Acest lucru este explicabil prin acțiunea 

„de descompunere: a monozaharidelor ‘care are loc în condiţiile mediului pu- 
lernic ‘acid si a temperaturii ridicate. | | 

În ceea ce priveşte influenţa bazei asupra randamentului în substanțe 
reducătoare totale, se remarcă o scădere a acestuia cu creşterea concentraţiei 
bazei (fig. 58). 


Transmisia [%] 


, 


oe | eet oe 
„3400 2600 1800 1400 1000 „600, Rie ae Pa 
| Fig. 57. Aciditatea prehidrolizatului din Jemn de 


Fi, . 56 d x „pi de - 
& 56. Spectrul IR ‘al depunerilor de _ fag, funcţie de timp la T = 170°C şi H = 1: 3,5. 


la inversia prehidrolizatului. din lemn de 
molid (Moscovtev, Strelskaia, 1986): 


— depunere; 2 — lignină sulfat. 
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Compoziţia “calitativă a zaharurilor din lesiile sulfitice reziduale este- 
funcție de specia de lemn utilizată la fierbere (rășinoase sau foioase) (fig. 59: 
si 60).- - =~ l e | | 

- Soluţiile sulfit reziduale de la fabricarea celulozei din foioase contin în 
general aproximativ 70% pentoze si 30% hexoze, în timp ce proportia de 
zaharuri in solutiile: reziduale de la: fabricarea celulozei din rășinoase este 
aproximativ 80% hexoze şi' 20% pentoze. SA it Fs | r 

+ Tabelul 33 prezintă comparativ compoziţia în monozaharide a_lesiilor 
sulfit reziduale provenite. din diverse specii de lemn (Sjéstrom, 1981). Din 
tabelul 33 se constată ‘ca în leșiile sulfit provenite din lemn de esență tare, 
xiloza este componentul monozaharic principal (21 —24%) pe cînd, in cazul 
lemnului de esență: moale, componentul monozaharidic dominant este ma- 
noza (11%). F 
„Tabelul 33 


Monozaharidele din lesiile sulfit reziduale din diverse specii de lemn 
a. (Schmidt 1972) - | 


„Conţinutul în monozaharide oS faţă "Specia de lemn 


de lemn a.u. - Molid | Mesteacăn | Plop 
Galactoză 2,6 ` 0,6 0,0 
oa - A a4 yi a 
Man ao i 11, ’ 
Xil. aia 21,1 24,3 
Arabinozi’ 0,9 y a 

1 0 ? Lă 


Acid glucuronic 


Total š i i 


Lesiile sulfit provenite din lemn de esență tare si moale diferă semnifi- 
Cativ una de alta şi în ceea ce priveşte conținutul de acid acetic (tabelul 34). 


Tabelul 34- 


Conținutul de acid acetic din lesiile sulfit reziduale 
| provenite din diverse specii de lemn 
(Passinen, Sjostrom,” 1974) 


Conţinutul de acid acetic, 


| „Specia de lemn ui % faţă de lemn a.u. 
Molid pam a: 
Mesteaciin on 
Carp Lo f , 

arpen aoe 


.... Euealipt yi | | 
Lesia sulfit reziduală din lemn de molid conține 31% ton as on 
Ponent asimilabil de către drojdii), în timp ce lesia sulfitica din lemn de esen{i 


tare conţin i ic (Passinen, Sjöstrom, 1974). 
tine 8—11% acid acetic (Passinen, 5J j 
În procesul pi sulfit se desfășoară simultan “reacția ne 
Mere a monozaharidelor formate (Rozmarin, 1984). Toate hexozele $ 
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formă partial în oximetilfurfurol care se descompune cu formarea acidului, 
levulinic și. a “substanţelor humice macromoleculare. sote ages! i 
Pentozele se descompun prin deshidratarea în furfurol, ramnoza în metil- 
furfurol, iar acizii uronici şi esterii lor metilici în dioxid de carbon și furfurol: 
Aceste reacţii de distructie afectează randamentele finale în monozaha- 
ride, în funcție de regimul folosit la fierbere. Se constată de asemenea. for- 
marea unor compuși aldehidbisulfitici instabili între zaharuri și ionii bisulfit : 


O WoE- OH 


R—CH + HSOF > R SCH sau. a unor compuși cetosulfonici, 
Se ey Nee SOx 


transformabili în acizi aldonici: ~~ 


OA 


2R-C + H0 + 2R—CO,H 4 211503 
j SO apg 


Și care au o influență majoră asupra randamentului în monozaharide, pier- 
derile fiind mai mari la baza de amoniu, mai mici la bazele de magneziu si 
minime la baza. de sodiu. — D rh MT a 

În tabelul 35 sînt redate comparativ caracteristicile fizico-chimice ale 
unor leşii sulf.t reziduale obţinute din lemn de molid și fag, utilizînd diverse 
tehnologii de fierbere. EEN A - ; MES 

Din datele acestui tabel reiese că lesiile sulfit reziduale, provenite de la 
fierberea: lemnului de molid, au un conținut de furfurol mult mai scăzut 
(0,1—1,0 g/l) decît în cazul lesiilor provenind de la fierberea lemnului = 
fag (2,82 g/l). Acest fapt necesită, în cazul valorificării acestor leşii ihe 
obtinerii drojdiilor furajere, diminuarea conținutului de furfurol pina la un 
nivel acceptabil multiplicării drojdiilor. l 


3.4. COMPOZIȚIA PREHIDROLIZATELOR 


‘Conditie Ac era prehidrolizei $1 natura „meteriei. pipi A 
aie caracteristicile calitative ale celulozei chimice cit şi com} t 
Prehidrolizatelor. „d 4 

_ Prehidrolizatele au o compoziţie c 
oligozaharide, furfurol şi derivații sal, aciz 
Acetonă (Stanciu, 1974). ‘ 

n tabelul 36 se prezintă comparat cnt 

| i LI E eră 4 ae ase si rășino 
nute la fabricarea celulozei chimice din lemn de foioase și ras 
Marin, Stanciu, Ciobanu, 1986). 

Compoziţia monozaharidică 


complexă care constă din mono- şi: 
i organici (formic, acetic), metanol, 


iv compoziţia prehidrolizatelor obţi- 
ase (Roz- 


a prehidrolizatelor este redata in ie ti 
Constat indu-se că! prehidrolizatele ce provin din lemn V OPATAN mu é 
ogate in pentoze faţă de prehidiolizatele din ue fe raa onde: aoe 

n compoziţia prehidrolizatelor se constată ȘI i cala dei lege 
coloidale, care provoacă mari dificultăți ite rel tears: a ee E i po e, 
d prehidrolizatelor. Formarea depunerilor este in strinsă core atiec i E 
furfurolului. (Brabec, Radej, 1967). 
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NESS el Da aa a e zi ey 
~ Compozitia prehidrolizatelor de Ia fabricarea celulozei chimice din lemn 


>... de-foioase si răşinoase 


i ` [Substanțe]. 
„Substanţă |. ` reducă- 


Specia de lemn uscată, | pH | -toare |- ZA ia) ES ROl Condiții de- prėhidroliză ~ 
ie Mae i my, îs: -totalei* % | lin do De ae 
% Zaye - l i 
Mesteacăn 4,2 317 ALE 1;0 367 H = 1 :4,la 165°C, 90 mn 
Plop tremurător | 3, 3;7 -1,63 0,88 3,6 H= 1:4, la 165°C, 90 min 
Plop oo wal 1,21 = 2255) Po: | 
Plop SI o A eet, =- 0,38 H = 5:1. la 170°C, 
z ZA i pa e j 60 min : 
~ Fag Diode SSB a a 7,57 ul a 5°87, „522 | H=1:1,15—1,2 la 170- | 
4 : pai il. ye y L Pel - 175°C 120 min. | 
USE VOU pt 5,3 3,5 3,6 2,88 36° |H= 1:3, la 170°C | 
Re 110 min | | 
A Fag: | 5,85 | 3,5 3,65 rate „365.| H = 1:3,5 la 170°C, | 
eS ah a ae AP nE, AA 2110 min ; Bs 
Fag rol 59505 -1.453°8 1,64 0,8 2,84 H = 1:3,5-la 170°C, i 
l aay, D zi | | er O MEn S | 
Răşinoase . | 8,19—. | 3,65 1-13-29] - Se oma BTA Mad ce 
“a MA I EN ERTA E bet leu EV reale £ | i 
Rasinoase . — 3,4 3,28- | 2,8. | 41,19- | H= 1:3, la 175°C, : 
i A a. | ' PIF pic: SO: i 
Rășinoase (pin) | 15,0 | 3,4 | 4,74 1,02 — | H=1:6, ta 160°C, ae 
ma ARI Pal Sali Sa a E gt20mmin-> fy i 
Rășinoase _ 4,1 - Do ae tO -~ — ` | H=1: 4, la 168°C, 90 min 


provenite de la prehidroliza lemnului de foioase contin 
mai mult furfurol decit prehidrolizatele din rasinoase si, datorită acestui 
“fapt, depunerile se formează mult mai intens în cazul prehidrolizatelor din 
Date Sn hy lhe ~ z l Bat | Tabelul 31 
Compoziţia monozaharidică a prehidrolizatului de la fabricarea celulozei. chimice 
r neta 


Componentul . -` [4 ies jet Ac Fie ED VE: 


. Prehidrolizatele 


Xiloză ! 
. Arabinoză . 
Metilpentoze 


Oligopentoze a4 
zon a 
TOTAL PENTOZE `. 


Manoză | 
Riboză .. 
.Ramnoză 
Glucoză 
Galactoză 
Glucoză + Galactoză 


- TOTAL HEXOZE_ 


<<.) ae 

Acid glucuronic. . 3,5 = F T te a 
Acid galacturonic Ă * 5,0 = = - | — 
TOTAL ACIZI URONICI | | | Ssa: l 


A= prehidrolizat fag (H=1: 1,15—1,2 la 170°C timp de 120 min) 
B — prehidrolizat pin (H = 1:6 la 160°C timp de 100 minta hy) : 
C m prehidrolizat pin (SD = 170°C); D — prehidrolizat zadă .(T =.170°C); . 
E — soluţia reziduală de la fabricarea celulozei chimice din lemn „de fag prin procedeul 
bisulfit de amoniu. be. ai is ee + a 
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Ge) : ‘ 
SR 
tgn) 
50 20 
35 os 
30 ’ A 
25 col 
20 ala 
15 40 peels 
143 150,: „ae 155535 mu A E. FAP E 4 45 Pin) 
„Fig. 61. Variația concentraţiei în sub- Fig. 62. Variația comparativă a concentraţie 
stante reducătoare, funcție de tempe- în substanţe reducătoare, funcție de durata 
ratura de fierbere, în cazul fierberii bi- de fierbere, în cazul fierberilor sulfit cu bază 
sulfit de sodiu-în mediu slab acid a lem- ` să de calciu si sodiu: 
„nului de molid: | 1 — fierbere sulfit cu bază de calciu; 
1 — durata de fierbere 1.oră;. 2 — fierberea sulfit cu-bază de sodiu. - 


2 — durata de fierbere 2,5 ore; 
~ im durata de fierbere 2,0 ore. 


lemn de foioase. Acest fapt conduce la o prelucrare mult mai dificilă a pre- 
hidrolizatelor din lemn de foioase în comparaţie cu prehidrolitzatele provenite 
din lemn de rășinoase care se prelucrează mult mai uşor. . Ig 
'Tarasyuk (1978) arată că prezența a 0,6 g substanțe humice pe 
100 ml substrat conduce la reducerea randamentului de obținere a drojdiilor 
furajere cu 62,7%. Acţiunea toxică a substanțelor coloidale este o urmare 
a slăbirii activității fermentative si respiratorii a drojdiilor (Rozmarin, 
Stanciu, 1985). ~_ voy ol | es 
Pentru trecerea oligozaharidelor în forme asimilabile. de către drojdii, 
se foloseşte inversia cu acid sulfuric. În cazul inversiei se constată creşterea- 
conținutului de depuneri o dată cu creșterea duratei de inversie, Se consideră 
că substanţele coloidale din prehidrolizat sînt stabilizate de acțiunea protec- 
toare q- polizaharidelor care dispare la inversie (fig. 61). Les op aa 
_ Analizind depunerile de la prehidroliză şi “de la inversia prehidroliza- 
tului prin metoda spectroscopiei: în IR şi comparind aceste spectre cu spec- 
trele ligninelor neutre, se constată o uniformitate a spectrelor, care confirmă 
Natura identică (aromatică) a preparatelor cercetate (fig. 62 și 63). 


i ALLEL ; 
Pig, 68, Va “PSR III 
Fig. 63. Variația concentrației in Sey By Si 
“substanţe reducătoare totale funcţie = * pepe e ss MA 
de concentraţia pagel: a 25 BEHR ‘Ss 
20 


2905 06°07 98 99 16 11 12 CeO 
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In cazul spectrului depunerilor de ld prehidoliza lemnului de fag, a 
remarcă. prezenţa benzii de Ja 1100 cm- (banda: caracteristică pentru lig. 
n'na din: foioase), datorită grupei OCH,, iar in spectrul depunerilor de 
la inversia prehidrolizatului „dn lemn de fag. se constată. micşorarea ben: 
ziler de absorbţie fata de spectrul depunerilor de la prehidroliză (deci un grad 
“de policondensare mai mare) sau unele benzi dispar, cum ar fi banda de la 
e is em, cacao en Fd a ~~ Fea Ta 

+ În cazul spectrului în IR a depunerilor formate la inversia prehidroliza- 
tului din lemn de pin (fg. 56) se confirmă faptul că lignina- este principala 
componentă a depunerilor, spectrul prezentind benzi conturate la 1.59, 
1500 şi 1425 cm 0} DEEI ear. a 

Natura I'gninică a depunerilor a fost confirmată şi prin metoda analizei 
elementare (Rozmarin, Stanciu, 1978, 1989) (conţinut ridicat ‘de carbon), 

Pe baza datelor. de compoz.tie elementară s-au “determinat . formulele 
-- limită (empirice) ale depunerilor de la prehidroliză și inversie, constatindu-s¢ 
formule. diferite în funcție de natura materiei prime (foioase sau rășinoase) | 
Şi a hidromodulului folosit la. prehidroliză (tabelul 38). - $ 


: Tabelul 38 
Analiza depunerilor rezultate în procesul de prehidroliză şi de inversia 
E, ` prehidrolizatelor A 


Conţinutul de: 3 ZAN _ 
j | Formula limită (empirică) 
1G % |H, %10, % OCH; %| 


-% 


Felul depunerii T 


Depuneri de la prehirdoliza. lem- 
nului de fag (H=1:2, T = 
= 170°C) - : 
Depuneri. de la prehidroliza: lem- |. 
nului de fag (H = SSO Ht | Syl Sah A 
T = 170°C) ; _| 54,40] 490| 37,60] 15,80 | Carr Oa (OCHI J 
Depuneri de la inversia prehidro- | - PA : Str E 3 ‘ ‘ 
_-lizatului din lemn de fag | 59,93} 4,98 | 23,37] 980 CoH 7.660 3\s0(OCHs)o 79 
Depuneri de Ja inversia prehidro-| |- Ia EEA safc E TOA) f : 
lizatului din: -lemn de: pin | 63,60 6,30 | 30,1 10,20 © Cs Fy 530 2,s0(OCH)o.52 


Li 


59,70 [..5,00 | 34,65) 12,58 CoFT7.9303.4(0CHs)o.79 | 


___ Pe baza datelor prezentate, se poate afirma că depunerile de la pre- 
hidroliză sînt rezultatul reacţiilor de, policondensare în. mediu acid dintre 
compușii fenolici, furfurol si derivații. săi. Sy ates 

i In ceea ‘ce privește conținutul de depuneri, Orlo v (1977) indică um 
conținut. de 2,8-—3,2 g- substanţe ligninice /I prehidrolizat de rășinoase: ŞI 
faptul că prin spectroscopie în UV s-a constatat o concentraţie în lignina 
solubilă de 0,6% iar în prehidrolizatul din’ plop tremurător o concentraţie 
(Te o e ue main. pă Si îti | TEN RALTS. (ae 
_ După Sa p-ot nitki (1979), prehidrolizatul din rășinoase conține 
5—7 kg depuneri /m5, iar după Fliate (1983), 4—5 kg/t lemn. În cazul 
prehidrolizei lemnului -de fag efectuată la temperatura de. 170°C, timp de 
„110 min, noi am constatat eliminarea la turatia de 5 000 rot/min a 6;4 kg 
depuneri absolut uscate/m? prehidrolizat, ceea ce înseamnă eliminarea zilnică 
a 6,4 depuneri sau 6,7 kg depuneri/t lemn. ` Eg 

= Deoarece pînă în prezent s-a pus în evidenţă numai influenţa tempera- 
turii şi duratei prehidrolizei asupra “formării și structurii depunerilor, se 


pi S) 
La 
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constata ca in aceleasi conditii de "prehidroliză 
(temperatură si durată) şi hidromodulul poate 
influenţa structura depunerilor. „Acest fapt 
pledează pentru respectarea. unui regim optim 
şi strict. (temperatura, durata şi hidromodul) la 
prehidroliză. 3 | 

În concluzie, se poate afirmà că depunerile 
„de la prehidroliză: sînt de natura ligninică și că “Olu tie: as 
aceste depuneri sint rezultatul reactiilor de poli- — Fig. 64. Influența diluției asu- 
condensare dintre. compușii ‘fenolici, furfurol . Pr randamentului in biomasă. 
„şidderivaţii säi > ae Ia aa Ja 

“În ceea ce priveşte posibilitatea de înlăturare a formării depunerilor 
la prehidroliză, nu se poate vorbi de o înlăturare totală ci numai de o diminuare, 
deoarece nu se pot suprima reacţiile de hidroliză şi de pol:condensare a ligninei. 

O altă grupă de, substanţe. din compoziţia prehidrolizatelor o reprezintă 
acizii organici, In cazul lemnului de fag, ca rezultat al reacției de dezacetilare 
a acelatului. de glucuronoxilan ia -naştere acidul acetic, iar pe măsură ce 
avansează prehidroliza creşte concentraţia ionilor de hidrogen, care accele- 
tează mai departe hidroliza celorlalte po 'izaharide din lemn. 

Creşterea. acidității este proporţională cu durata procesului. de prehidro- 
liza (fig. 57). Aciditatea finală a prehidrolizatorului la prehidroliza cu apă 
- este, în general, în domeniul de pH= 3—4. În cazul lemnului de fag Rin 
"optim la prehidroliză este de 3,5, pH la care corespunde și conținutul maxim 
de substanţe reducătoare (fig. 64). : ee 
Ca si lesiile sulfitice reziduale, prehidrolizatele nu pot fi utilizate ip sc 
in cultura drojdiilor furajere, fi'nd necesară îmbunătăţirea calității, lor a o- 
gice prin aplicarea unui complex de operațiuni de pregătire (diluare, suflare 
cu abùr sau aer, neutralizare, adăugarea sărurilor EEA eit Piri 3 

Pri | matografiei în gaz, în cazul prehidrolizatului din len 
de fag Cee Îi pe ste un Care acetic (0,03%), component 
asimilabil de drojdii, cit şi prezenţa unor componente toxice cum ar fi acidul 
formic (0,4%), metanolul (0,15%) si acetona (0,07%). 


- Randament [%/] ; 


3.5. PREGĂTIREA SOLUȚIILOR SULFITICE REZIDUALE 
„ȘI A PREHIDROLIZATELOR PENTRU MULTIPLICARE 


3.5.1. OPERAȚIUNEA DE OMOGENIZARE 


Această Ski ile este necesară în vederea preluării variațiilor de debite 
Și uniformizării compozițiilor lesiilor sulfitice reziduale și a prehidrolizatelor 
provenite de la mai multe fierbatoare. | t A na 
În scopul omogenizării lesiilor sulfitice reziduale $i a prehidrolizate or 
se recomandă introducerea în rezervoarele de colectare ale. acestora a unui 
sistem de barbotare cu aer, care are ca efect secundar și inlăturarea compu- 


ilor volatili dăunători pentru dezvoltarea drojdiilor. . 


- 
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- 30-4 OPERALIUNEA DE DILUARE  - 
Determinările efectuate demonstrează că atunci. cînd se lucrează cu 
" soluţii diluate la fermentare, randamentul crește simţitor, fiind posibilă 
creşterea producţiei de drojdie furajeră si în consecinţă .o valorificare mai, 
rațională a substanţelor reducătoare totale din soluțiile reziduale. (fig. 65), 
-`> Creşterea randamentului o dată cu mărirea gradului de dilutie este o 
consecință -a. scăderii concentraţiei în substanţe inhibitoare și a efectului de 
„autoinhibiție. Astfel, prin diluarea prehidrolizatului din lemn de fag, in 
raportul 1 :2, s-a constatat scăderea accentuată a conţinutului de substanţe 
reducătoare totale cu 58%, a conţinutului în furfurol în medie cu 79%, Sia 
conținutului de zaharuri cu 60%, (Stanciu,.1984). Pe măsură ce dilutia crește, 


“concentraţia -în substanțe inhibitoare scade, iar multiplicarea drojdiilor 


$ 


se face. în condiții mai bune. . .. 


„~; La concentraţii mari în substanţe reducătoare, fenomenul de autoinhi- 
bifie al drojdiilor creşte considerabil datorită creşterii biomasei. Prin creş- 
terea biomasei, conţinutul în substanțe inhibitoare rezultate în urma reacti- 
„ilor de metabolism atinge valori mari, iar fenomenul de autoinhibitie se am- 

plifică. În cazul utilizării unor medii de multiplicare; cu concentraţii scăzute 
în substanțe reducătoare, biomasa este relativ mică, iar fenomenul de auto- 
inhibitie este practic neglijabil. Tot în acest sens trebuie arătat faptul că 
mărimea “gradului de diluţie al mediului de cultură favorizează pozitiv 
schimburile de substanțe între celule şi mediul nutritiv ‘prin fenomenul de 
osmoză. Astfel, se cunoaşte faptul că în cazul mediilor de. cultură hipertonice, 
adică cu presiune osmotică mai mare decit cea a citoplasmei celulelor de drojdii, 
apa iese din celule, protoplasma deshidratîndu-se, membrana celulară se 
zbirceste, ducînd în final la o stare de plasmoliză a celulelor, de distrugere 

a acestora. Cînd mediul de cultură este hipotonic, fenomenele se petrec invers 
“şi apa intra în celule conferind acestora o turgescenta, deci o stare normală 
- dezvoltării celulelor. NS 2 yi ed ee ES - 
„+. Conţinutul celular .al-celulelor tinere şi bine dezvoltate este -hipertonic 
față de mediul de cultură, avînd în. cazul -drojdiilor o presiune osmotică in- 
ternă celulară de-circa 4—8 bar, ceea ce favorizează trecerile de: substanțe 
prin membrana celulară, datorită selectivității și semipermeabilitatii acesteia, 
„. De asemenea, tensiunea superficială a soluţiilor diluate creşte o dată cu mărirea 

dilutiei, fiind -cuprinsă între 52 si 64-10-? N/m, o tensiune superficială optimă 

„multiplicării drojdiilor, întrucît mediile de cultură au în. general o tensiune 
superficială cuprinsă între 57 si 63-10-? N/m (drojdiile se pot dezvolta si 
„Sub tensiuni superficiale de 45-1073 N/m, care sînt mortale pentru alte micro- 

organisme) (Ștefan, Negoiţă, 1967). | | 


Borhot ta dilutie . - 


ce Bankok _.. Fig. 65. Schema utilizării borhotului pentru 
Ce pi E. diluarea la concentraţia de zaharuri - nece- 
S la separare- - | lt a II 
a _, 1 — linul de fermentație; 2 — aparat de 
‘eile __...., flotare; 3 — pompă pentru. transportul | 
a | ip E „= suspensiei de drojdie:la separare, treapta Ii 
Bae z ea» £ i pompă pentru transportul .borhotulul 
5 Spe ee Suspensie de ` - la separare si diluarea mustului. 
“= SEE ai BEN =) e 9 aa drojdie la- Ae a ape Na ess acne Mey ee pM ry H 
- i i Separore ; ....-: 
zi dr E E USA 


cs 


În cazul soluţiilor. sulfitice reziduale, con- 80 
centratia optima pentru obţinerea randa mentului 
maxim variază. între 1 şi 15% substanţe 
reducatoare. ae ell 2 

Operaţiunea de diluare la concentratie de 
zahăr necesară se poate ;face. după apă- sau 
borhot chiar în linul de fermentare. 

Borhotul utilizat pentru dilutie are urmă- 
toarele caracteristici: pH = 4, substanţe reducă- 


Randament N celuloză [io 
ut 
EF 


ED 40 
toare — 05137 conținut de azot = 0,045 %, 
‘P30; = 0,017%, temperatura — 30°C. Diluarea 30 
cu borhot conduce la stabilitatea fabricării . “us s0 52 S4 56 58 60 
drojdiilor. furajere, la creşterea randamentului cu Randament în drojdie [kg] 
3 900/ si. ra iai “hE: an | 

a = pE a Conf ae ue PI VI Pare Date Fig. 66. Randamentul in droj- 
cu 2% (Tatarskii, 1970), | dili Ia fierberea sulfit din leşii 

Leşia bisulfitică se poate dilua numai în „reziduale neinvertite: 
acele cazuri în care. borhotul rezultat în urma --«- leşii din fierberi de lemn - 
carii cala NE ae pe Ly š o] de molid; . | 
abricării drojdiilor furajere nu se utilizează la £ eşii din tieiberi de 


producerea concentratelor lignosulfonice (Roz- lemn de foioase. 
marin, Stanciu, 1985). | i ; l chy be 
Posibilitatea de utilizare a mediilor cu continut ridicat de zaharuri a fost 
cercetata de maj multi autori. Aceştia au obţinut rezultate pozitive în cursul 
dezvoltării pe leşii bisulfit a drojdiei Candida diffluens. Randamentul în bio- 
masă absolut uscată este mai mare decît la drojdia Torulopsis utilis (de pe-1 m? 
mediu, într-o oră, s-au colectat 2 kg biomasă, s.u.) (fig. 66). 5 
La prehidrolizate, problema concentrației în substanțe reducatoare 
pentru multiplicare este diferită în cazul prehidrolizatului Ami n T 
Și a prehidrolizatului din foioase, avînd în vedere conținutul diferit de acie 
acetic, care este net superior în cazul lemnului de foioase. ob aci- 
dului acetic . depinde foarte mult de concentraţia acestuia și de valoarea 
PH-ului din cuva de fermentare. Astfel, acţiunea toxică a acidului ean Se 
manifestă deja la o concentraţie de 10 g/l la un pH.= MEE Buia 
mare de asimilare se realizează la concentraţii de 4—6 g/l la pH = 4,5 si la 
concentrații de'8 g/l la pH = 6,0. Ca ali r > 
Deci peti een din foioase trebuie adoptată 3 ja ti 
in substanțe reducătoare la multiplicare de asemenea manieră wa t le ain 
depășească concentrația de'4—6 ‘g/l.acid acetic. Pentru pietam ca natie 
Tăşinoase nu. se pun aceste probleme, lucrindu-se, în general, cu o 
tratie de 1,3—1,4% substanţe reducătoare. 


8.58. OPERAȚIUNEA DE INVERSIE — 


Leşiile| sulfitice și prehidrolizatele conțin întot Sais i ae saat 
ate de oligozaharide, fiind necesară, “pentru a mări aes n ger 
, hidroliză! acidă suplimentară (inversie) a acestora. aie ri dee tee 
leoarece drojdiile nu eliberează enzime. extracelulare capabile să degr 
ligozaharidele la molecule mici» asimilabile. Pace 
„__ Conţinutul. mărit- de zaharuri neinvertite $1 ee = l ză de mare 
lrojdie:se observa în cazul lesiilor provenite din au? * i i fabricată 
Andament şi hemiceluloză, precum și la prehidrolizatele de la fabri 


*lulozei sulfat (fig. 67). (Andreev, Brizgalov, 1965) 


pit tate în figurile 69. 


t “lige snvertirea leşiei sulfitice cu concentraţii 
0052 -130 —  redusedeacid sulfuric (0,2— —0,4°%) la’ presi 
Sat de ~ - une atmosferică se face la o durată de 
‘8—10 ore, pentru care sînt necesare un 
` consum mare -de căldură şi instalaţii de 
"capacitate corespunzătoare, 
Reducerea duratei! de inversie se poale 
- realiza prin efectuarea inversiei ‘sub presiune, 
SA prin mărirea - temperaturii - (130. ...15020) 
0! - Astfel, creşterea temperaturii la 130°C la vi 
60 170 166260300 centrati de a a 
"Durata invertirii min]. CON ratie a acidului. sulfuric de 
Le Fi : ; i conduce la reducerea duratei. de inversie i 
ig- o ns Sate ae aoe lesiilor cu. baza de. calciu de 3—4 ore,. ian 
Gare „01% H, :50,; PR E - 0,2% H50, creşterea temperaturii la 150°C necesită a 
“durată de i inversie de numai 30 min: | 
“Cercetările că ituate de noi au demonstrat că inversia soluţiilor: reziduzíe! 
cu baza de sodiu are loc cu rezultate bune în cazul conducerii procesului 
la temperatura. ridicată (130. . 150°C), la concentrații de acid sulting dei | 
0, 39— 0,49%, si la o durată “de. maximum două ore. . 
 Imversia pr ehidrolizatelor din lemn de: rășinoase şi arose a fost abordat 
„de diverşi cercetători (Brabec, 1967, Li: San Djon, 1972, Sahanova, 1979, | 
Filipov, 1977, Orlov, 1977, Chupka, 1977, Dshan, : 1976). i 
Pentru prehidroli zatul din lemn de fag a fost efectuat un studiu privind) 
influența. unor factori mai. importanti în Procesul de inversie (concentratiil 
j acidului, Ye temperatura, °C si durata procesului, min), in vederea: determi: 
narii condiţiilor optime în care se poate obţine: cantitatea maximă de zaharuri 
(Stanciu, 1984). Dat fiind că puterea hidrolitică diferă. de la un acid la altul! 
s-a considerat util să se ia în studiu doi, acizi diferiţi ;. acidul” clorhidric şi 
acidul sulfuric (fig. 68). 


"Pentru obținerea datelor. experimentale s-a utilizat un plan experi maii 
ċentrat compus rotitor. În tabelul 39 se. prezintă codificarea variabilelor 


pentru acest proiect, de unde se A a aprecia şi mărimea domeniului experi 
mental. Date 


+ 


„Grad. de invertire ae 


Tabelul # 
: d ty Codificarea ‘variabilelor că E. | 
“ r . 4 , ` 7 7 T A . hen, ra ` i 


asia iN Fite (Cou) 1,682 SP yet pa 690 


Concentratia acidului, A Sli (X) 0,26. ns 0,40. 0,60. 3 0,80 0,94 
Temperatura, °C | (Xa 66 80 100 120 134 | 
e min e an EGON 60 100 120. #20548 154: 


“Pentru: feet experiență, s-au determinat dupa i inversie- contac de 
„Zaharutii (Z) şi conţinutul de: furfurol (F). Cu ajutorul datelor ‘experimental 


obținute s-au deter minat „coeficienții şi ecuațiile de regresie care sînt t reprezeli 
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ae a Variația conţinutului: de zaha- Fig. 69. Variatia conținutului de zaha- 
rap H . . s 2 . . . . . 
agită aria VER parametrilor studiaţi in ruri cu Variația parametrilor studiati în 
ag iizării acidului clorhidric (fiecare cazul utilizării acidului sulfuric (fiecare 
A! i reprezintă variația’ conținutului . j curbă reprezintă variația conținutului 
ay ee funcţie de parametrul ` spe- _ de zaharuri funcţie de parametrul spe- 
ca heute condițiile centrate a celor- : . - cificat pentru condițiile centrate a celor- 
alți doi parametri). . i S lalți doi parametri). 


Din analiza figurilor 68 şi 69 se 'constat că conținutul de zaharuri crește 
0 data cu cresterea concentratiei acidului si temperaturii, cea mai mare influ- 
enta înregistrîndu-se. in cazul acidului clorhidric. Acest fapt se explică prin 
puterea hidrolitică mai mare a acidului: clorhidric în comparaţie cu acidul 
sulfuric. Durata procesului nu influenţează hidroliza, decit în cazul acidului 
clorhidric. es Noe i 
În ceea ce priveşte conținutul de furfurol, din fig. 70 si fig. 71 se constată 
de asemenea crestérea acestuia, cu concentrația acidului si temperatura, si 
scăderea cu timpul datorită reacţiilor de descompunere. 
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Fig. 71. Variația conținutului de furfurol 

cu variația parametrilor studiati, in 

cazul utilizării acidului sulfuric (fiecare 

curbă reprezintă variația conținutului 

de furfurol funcție de parametrul spe- 

- cificat - pentru - condiţiile centrate ale 
celorlalți doi parametri). 


ue 70. Variația: confinatulut dë Turfurol ~ 
u ilia a a parametrilor studiati, în cazul 
= Sa ee clorhidric (fiecare curbă `` 
pentra tă Variația, conținutului de furfurol 

ru condiţiile centrate “ale celorlalți doi”. 


„parainetri), =~ 


AS 4098 


Temperatura (X2}[C] 


(OLLI 0G 07 


Joio i hd 
` Concentratia) acidului clorhidne Kia, Concentrația acidului sulfuric 


Eig.. 4793 iza o Tautii de zaharuri si Fig. 73. Variatia continutului de ahali 
furfurol în plànul experimental al concentrației . si furfurol. îm planul experimenral al con- 
acidului clorhidric - şi. tempreaturii (durata centrafiei acidului sulfuric si temperaturii 

: seeds miuto) EE oe 2 „durata de 120 inute): 


Ca şi. în danl zaharuruilor, acţiunea nidrolitică cu formarea furfurolului 
este mai intensă la utilizarea acidului clorhidric (fig. 72). 
În fig. 73 şi 74 sînt reprezentate. variațiile conţinutului de zaharuri, și 
Tarthyel in planul! concentraţiei şi temperaturii pentru cei doi acizi utilizați. 
„Se constată că direcția cu cea mai mare creștere, a conţinutului de zaha- 
ruri. este Cotar egală în cazul celor- doi acizi. Este. insi 0 diferență 
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F pe -- Fri Pt -. 19 | y 30n 45 
Mike : , bess, i : pe tare - Durata de nigrofiza: Amin): 


Pi: < e Big A. Variația ponfinniadui de zaharuri si de: tentoi cu. pata A r% 
ao saae în cazul inversici prehidrolizatului- cu acid sulfuric (concentrație 
A Bi -0,65 % şi temperatura de RA . 
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de pantă, cea mai. mare creștere obtinindu-se in cazul acidului clorhidric” 
Concluzia anterioară este valabilă și în cazul furfurolului, ceea ce constituie o 
dovadă că reactiile de formare a zaharurlor $i furfurolului sînt intim legate. 

Forma generală a suprafeţelor reliefează imposibilitatea determinării 
unor condiții optime, decit dacă se impune o restricţie asupra conţinutului 
de furfurol. De exemplu, dacă admitem conținutul maxim de furfurol de 2 g/l, 
atunci concentrația maximă în zaharuri poate să fie de 25 g/l, în cazuloutili- 
zării acidului clorhidric. ' 

Condiţiile mai sigure de realizare a. concentraţiilor maxime în cazul 
utilizării acidului sulfuric se plasează în jurul valorilor de 0,65% concentraţie 
și 105°C temperatură. | 

Analizind variaţia conţinutului de zaharuri si de furfurol cu durata in 
cazul inversiei prehidrolizatului cu acid sulfuric (concentraţia 0,65%), la 
tempeartura de 105*C, se recomandă inversia la o durată minimă de 15 min, 
care asigură o creștere a conţinutului de zaharuri cu 9,5 g/l şi o creștere a 
conținutului de furfurol de numai 2,4 g/l. : 

Pentru prehidrolizatul din lemn de plop se recomandă inversia cu acid 
sulfuric 1% la temperatura de 100°C (Li San Djon, 1972, Filipov, 1977, Dshan, 
1978). i . | 

La inversia prehidrolizatului din rășinoase (pin si zada), la temperatura 
de 140°C, si cu acid sulfuric de 0,5% concentraţie, cantitatea de depuneri 
crește de la 0,06 la 0,55 g/l în cazul prehidrolizatului din pin și de la 0,05 
la 0,61 g/l, în cazul prehidrolizatului din zadă (tabelul 40) (Orolv, Tarasynk, 
1978). Ar | e 


Tabelul 40 . 


Variația caracteristicilor prehidrolizatului din lemn de pin și zadă în cazul 
inversiei cu acid sulfuric 
(Orlov, 1978) 


` Durata | “Substanțe: Substanțe | Substanțe 


deci tri : A | Depuneri, 
a ee inversiei, | reducătoare, |: ie ‘bromurabile, | în suspensie, ai 
3 min. % ' ih; SI Jom, A 
Pin mh dp. 2,0 2,0 0,86 0,5 0,06 
| -© 2,0 0,10 
E, E as ° at 55 0,32 
40 3.82 & 0,75 27 0,50 
50 3,78 = 0,78 2,7 0,55 
0,05 
| 0 8 2,9 0,84 0,8 
ED A Pier e a 
| f oi : dd 0775 - 3.6 0.55 - 
50) 5 55 a 0,75 3,6 0,60 
55 ză 0,80 3,5 0:61 


În cazul valorificării prehidrolizatelor pe drojdii, se recomandă o durată 

e inversie minimă, care să conducă la hidroliza oligozaharidelor, la obţinerea 
Unui conţinut maxim de zaharuri asimilabile $i minim de furfurol. : F 

Opertpiudea: dă inversie ñu este o ‘operațiune tehnologică wid i died 

lunitatea introducerii. inversiei în “fluxul tehnologic -de pregătire a- soluției 
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ST lalea - ce- se supune prelucrării: chimice trebuie stabilită, 


ga -corelind: creșterea de substanţe. reducătoare cu cre 
T eot sterea producției de drojdie (fig. 75). i 
oh Productia suplimentară de drojdie trebuie să: fie 
Bi i suficient-de mare pentru a justifica consumurile de 
SEAL: energie si. materiale necesare inversiei. 
= F, 
i ol 
TA SEX yee IRA 5. 4. INDEPARTAREA COMPUSILOR VOLATIL 
c SA e as A ; DAUNATORI DIN- LESIILE SULFITICE 
„2502 totchightle e „REZIDUALE ȘI DIN PREHIDROLIZATE - 
a truer fee mot Calitatea [E N: de lke este determinată | 


funcţie de. conţinutul ` nu numai de compușii chimici care influenteaza pozitiv 
total de-dioxid de sulf. dezvoltarea celulelor . de. drojdie, ci şi: de. conținutul 
„substanţelor care inhibă dezvoltarea drojdiilor. 


În: ERS ‘sulfitice compușii “dăunători. sînt : dioxidul de sulf liber şi sul: 
fiţii acizi, furfurolul, sar URES de cupru şi arsen ery din arderea piritei), 
ionul de fluor. 


“Tabelul 41 pr ezintă influența unor substanţe organice prezente i în solu- 
“iile reziduale de la fabricarea. celulozelor asupra randamentului în drojdie 
furajeră (Holkin; pate 


s = Tabelul dl 
tai unor compuși organici asupra păsa ntulul î în drojdie 
(Homin: 1989) 


--Componentul ` Cone] Actiunea inhibitoare 
o 
Furfurol. - , 0, 03 Reducerea activității fermentative 
y 0,06 | Reducerea randamentului cu 10—30%. 
A 0,10 ` Reducerea randamentului cu 30— 40% 
„Alcool furfurilic > 0,03 Reducerea randamentului cu 20%, i 
meee ame alama Dei ahs eine 2 rep ay Dee 4. Reducerea: randamentului „cu 20% 
Hidroximetilfurfurol - i 0,10: Reducerea randamentului cu 10% 
Acid formic 2 : 0,10 — . | Reducerea randamentului cw 10% - 
Acid levulinic bam i 0,35 - |. Reducerea: productivităţii cu 30—45% 
Cimol „| .0,001 - | Reducerea randamentului cu 5—10% 
Fenoli volatili : ah 0,001 | Reducerea randamentului cu 10% 
Pimen - 0,005 - Reducerea activităţii fermentative 
Formaldehidă - .. „20,001 - | Reducerea randamentului cu 10% 
© Substanțe lignohumice ` „0,20 ~~ ‘| Reducerea randamentului cu 20—35% 
Compușii azotului < ala 0,15 -| Reducerea randamentului cu 10—20% 


“Piincipalul component nedorit din lesiile inie, este dioxidul de sulf liber 
Îndepărtarea. dioxidului. de. sulf -se impune. din următoarele motive.: | 


= dioxidul de sulf are o acțiune mith pogre. directă asupra dezvoltării 
drojdiilor ; Z 


D dioxidul. de. ‘sult formează. “combinații. cu. ARTAN intermediare 
ale- reacțiilor. ce au loc-prin fermentare (astfel, dioxidul de sulf blochează 
acetaldehida- cu rol esenţial în sinteza: proteinei celulei de: drojdie) ; 


36. 


— prin îndepărtarea dioxidului de sult se deplasează echilibrul sistemu- 
lui dioxid de sulf-compusi-carbonil. bisulfitici, cu eliberarea potenţială a 
compușilor carbonilici din forma combinată : i di 
R— cn o RCC + S0: + HO 
SOH | Felgen j 


Primul mijloc de îndepărtare din lesie a substanțelor volatile este dega- 
zarea aburului: din fierbătoare, Cu cît este mai adîncă gazarea aburului, 
cu atit va rămîne mai putin dioxid de sulf în lesie (fig. 76). 

Cel mai simplu procedeu de îndepărtare a dioxidului de sulf este suflarea 
leșiei sulfitice cu aer. Se recomandă suflarea leșiei timp de o oră la temperatura 
de 80°C, cu: un consum, de aer de 0,420,5 m’/m din aria secţiunii rezervorului. 
După Buevskoi (1951) consumul de aer la insuflare reprezintă circa 
D m5/h/m: legie- i v Aug IN i 

Insuflarea cu aer conduce la scăderea temperaturii, iar aceasta, la rindul 
tl, mărește solubilitatea dioxidului de sulf. Suflarea cu aer este rațională 
la temperatura lesiei sulfitice de minimum 80°C si este indicată a se face 
inaintea fazei de neutralizare. ~ DI 

Prin suflare cu‘aer se îndepărtează numai dioxidul de sulf. Procedeul 
cel mai eficient de îndepărtare a componentelor volatile toxice este procedeul 
de tratare cu abur în coloane cu talere sau cu umplutură, cunoscut sub nu- 
mele de desulfitare. Desulf tarea cu “abur în coloane garantează nu 
numai eliminarea completa a întregii cantități de dioxid de sulf liber Cis 
$i partial a dioxidului de sulf labil legat mai ales în complexul zaharo-bisul- 
litie> Desulfitarea prealabilă a.solutiilor reziduale sulfit conduce prin reducerea 
acidității la scăderea consumului de lapte de var pentru neutralizare. a 

Cercetările şi experiența practică au' arătat că eficiența desulfitării de- 
pinde nu de concentraţia. în soluţie a dioxidului de sulf si a bazei, ci de va- 
loarea raportului dintre dioxidul de sulf liber si dioxidul de sulf legat. Dacă 
acest raport este mai mic de 2, atunei, prin insuflarea cu abur, nu se poate 
indepărta mai mult de 60% din dioxidul de sulf conţinut în soluţie (fig. 77). 


N 


ME ER e T N 
S02liber = S02!egat 
Fig. 77. Eficiența desulfitării, funcție 


de raportul dintre conținutul de bioxid 
de sulf. liber si legat. 


10 30 50 70 90n0 130 
Consum de abur kg/mm lesie | 
6. Consumul de abur la desulfitarea leşiilor 

sulfitice: reziduale : = 
SO, indepărtat; B.— concentraţia SO; 
Dantas Condensat; C — % acizi organici inde- 
lati (exprimati în CHCOOH); D — continu 


Fig. 7 


‘\ 0 


(%) in c 


t l : i 
PAE sq, liber in condens, în % din SO, total. - 


_- “Pentru fiecare tip ‘de soluţie care ‘are un anumit raport între dioxidul] 
de sulf liber. si legat, există o. anumită eficienţă de îndepărtare a- dioxidului 
de sulf, prin însuflare cu abur, care nu poate fi depășită nici prin. mărirea 
duratei de insuflare, nici a consumului de abur la această operație.. 
“ Consumul de abur la însuflarea lesiei este factorul cel mai important, 
`- Consumul specific optim de abur pentru lesiile sulfitice obţinute din fierberi 
- normale reprezintă 40—50 kg/m?“ leşie. Prin aceasta se îndepărtează pină 

la 50% din compușii dioxidului de sulf (fog. 78). Ln 
= . Fabricile de. drojdie furajeră din fara noastră care utilizează ca substrat | 

Jeşiile: sulfitice reziduale sînt echipate cu coloane de desulfitare cu talere 
tip jet-transfer, care au următoarele „caracteristici principale : — 
+ diametrul — 1200 mm: 

> — înălțimea —. 3 200.mm-.; ` 

= numărul talerelor jet-transfer — 29; 

_ — suprafaţa talerelor — 30 mê; .. 

—'debitul de soluție — 5—50 mph. oso o0 TE 
Principalul -component nedorit. în prehidrolizatul din lemn de foioase 
este furfurolul, care trebuie îndepărtat pînă la nivelul maxim “de 0,35 g/l. 

“În acest sens s-a analizat reducerea conținutului de furfurol din prehidroli 
zatul din lemn de fag prin metoda suflarii cu abur. În fig. 79 este redată vari | 
atia caracteristicilor fizico-chimice ale prehidrolizatului- în: urma procesului 
de suflare cu abur (3 bar)... in, Scr dp 7i ; 

După o durată de insuflare cu abur de 18 ore s-a constatat : | 

"— creşterea pH-ului de la 3,59 la 3,9, ea urmare a eliminării parțiale 
a componenților volatili acizi (acidul acetic si formic) ; ph | 

_— scăderea conţinutului de zahăr de la 40 g/l-la 15 g/l (o scădere de 

62,5%) că urmare a diluării cu condens a prehidrolizatului. : 


500 


4000 


4000 


| Furturol {g/l} 
„= Zahăr (g/t) 


3000] 


cee cede Pa AIP SSE AE Ma RI 
“ “Durata: de insuflare cu abur: L3 kgf/cm Jin ore... 


Fig. 78. Variația caracteristicilor fizico-chimice ale prehidroliza- — 
tului în urma procesului ‘de suflare cu abur: bs abs, E 
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Suflarea cw abur nu poate fi luată în considerare ca unică metodă de 
indepartare.a furfurolului din prehidrolizat, recomandindu-se operaţiunea 
de antrenare cu abur, care este o metodă mult mai eficientă. Curbele de tensi- 
une a vaporilor de apă și furfurol arată că furfurolul este mult mai puţin 
volatil decit apa. . . ¥s SI: | 

Cu toate acestea, faza gazoasă care se află deasupra soluţiei de furfurol 
este -mai bogată în furfurol decit soluţia inițială. Pe această proprietate a 
sistemului apa-furfurol se bazează metoda de extracție a furfurolului din 
soluţiile apoase prin antrenare cu abur. În urma antrenării cu abur, practic 
iurfurolul poate fi îndepărtat complet (tabelul 42). i 


Tabelul 42 


Influenţa operaţiunii de antrenare cu abur asupra conţinutului de furfurol, 
substanțe reducătoare totale (SRT) și zahăr din prehidrolizatul din lemn de fag 


oe hie’ Furfurol „SRI Zahăr 

Operatiunea gn g/l gn 

Prehidrolizat inițial L308 Qro a - 43,29 
Prehidrolizat după o F iunea de’ antrenare ay 

cu abur a ; i + tonne a = “32,21 „15,98 


E i Ps 5 2 S - SS) 


În ultimul timp, metoda cea mai des utilizată pentru îndepărtarea furfuro- 
lului constă în autoevâporarea sub vacuum care asigură și răcirea prehidroliza- 
tului la temperatura de 36...40°C. Coloanele de autoevaporare sub vacuum 
permit reducerea conţinutului de furfurol în proporție de 30—40%, fapt care 
impune montarea in serie a coloanelor în vederea eliminării furfurolului in 
proporție -de cel. puţin: 80%... 


3.5.5. POSIBILITĂŢI DE DIMINUARE SI DE ÎNLĂTURARE 
A DEPUNERILOR LIGNINICE DIN PREHIDROLIZATE 


În valorificarea prehidrolizatelor. şi mai ales a acelora provizii ak 
emn de foioase.o problemă deosebită o reprezintă depunerile ligninice. 

Diminuarea depunerilor ligninice trebuie realizată incepind cu faza 
de prehidrolizi (Rozmarin, Stanciu, Ciobanu, Herezegh, 1980). 

O metodă de diminuare a depunerilor constă în adupgaten in me de 
la prehidroliză (0,04—0,05%) sau în prehidrolizate (0,02—0,2%) de borhoturi 
‘SNosulfonice (Rozmarin, Stanciu, Ciobanu, 1986, 1989). Ea ey ims 

"Utilizarea acizilor lignosulfonici se bazează pe unele proprietăți ui «d 
ca de exemplu pe hidrofilia acestora, ceea ce îi indică pentru folosirea lor 
ca agenți de dispersie si coloizi protectori (Rozmarin, 1984). 

Introducerea acizilor lignosulfonici la prehidroliză nu HATE Hie 
berea, calitatea prehidrolizatului si a celulozei și permite inversia pre dip ‘ 
atului la suprapresiune (la inversia la suprapresiune de 2,5—3,0 bar §! 
“mperatura de 130...140*C s-a constatat o durată de inversie mal eee 
decit inversia la presiune: atmosferică şi temperatura de 100°C, dar piara a 
Mult mărită. de. depunere cu aderenta. puternica pe pereţii aparaturii). Adău- 
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k că i - 100 
past. e rile 
BS eg ie 
n= 10 ERS 60 
9 E j 70 si 50}. 
cu 5 PRE, 
oe 25 30 
ce Se kc 
w a m aia apă, 
-s i ise ne i 
Durata cantzifugăriilmin) . 1000 2000 3000 4000 5090 6000 
pu: 79. Eficiența separării prin cen- Fig. 80. Eficienţa separării! prin centrifugare 
peer’ a depunerilor ligninice, - a depunerilor ligninice, funcţie de turație la o 
unctie de durată la o turație con- ~ Frei; ` durată constantă de 15 minute.. --: 


stantă de 1 000 ture/minut. 


garea de produși lignosulfonici in apa de la prehidroliză permite efectuarea 
inversiei prehidrolizatului la suprapresiune. Ca urmare a acestui fapt, se reduce 
sensibil cantitatea de. depuneii pe conducte si în invertoare, determinind 
formarea unei suspensii fin dispersate care nu se mai depune. 

| Firma BEROL-AB, Suedia, a pus la punct un produs tensioactiv, Berol 
VL-53, pentru diminuarea depunerilor din prehidrolizat. 

An tabelul 43 -se -prezintă rezultatele obţinute prin utilizarea acestui 

auxiliar chimie. 2 9°. ae 
„O altă metoda de diminuare a conţinutului de depuneri ligninice.o repre- - 
zintă reducerea. în stare izoelectrică a particulelor coloidale din prehidrolizat, 
precipitarea şi depunerea” acestora urmată de operaţiunea de inversie (Sapo- 
nitki, 1979), Aatfel, în cazul prehidrolizatului din lemn de rășinoase, se propune 
neutralizarea acestuia cu’ hidroxid de sodiu. la un pH = 5,5—5,7, cînd se 
realizează starea izoelectrica a particolelor. coloidale. Pentru prehidrolitazele 
din lemn de foioase (mesteacăn, plop) punctul izoelectric este atins la pH = 6,0. 
„Im cazul prehidrolizatului din lemn de fag s-a studiat înlăturarea depune- 
rilor ligninice prin operaţiunea de separare centrifugală, urmărindu-se efici- 
ența acestuia in functie de durată, la o turație constantă de 1 000 rot/min, 
ȘI funcție de turatie la o durată constantă de 15 min (fig. 79 si 80) (Stanciu, 
d După cum se poate. constata din fig. 79, ja durata de centrifugare de 
9—10 min, eficienţa separării este minimă (9%), ea crescînd eu durata. 

_. Din fig. 80. se constată că eficienţa separării la o durată constantă este 
direct proporţională ew turatia, pina la o turatie de 5 000 rot/min. Eficienţa 
separării este maximă (80—100%) la o turație de 4500—5 000 rot/min. 


3.5.6 ASPECTE PRIVIND PREGĂTIREA SOLUȚIILOR 
Soir iet REZIDUALE PROVENITE DE LA FIERBERILE 
CU BAZE SOLUBILE 


sulfitice. reziduale provenite de Ja. fierberile cu 
sau semisolubile (magneziu) necesita © operati- 
aderea concentraţiei monosulfitulut. 


) Pregătirea soluțiilor 
Jaze solubile (sodiu, amoniu) 
une suplimentară pentru se 


= Blologia si tehnologia drojdiilor,. vol. WI — cd. 112 161 


CaSO; Na,S0, ÎNH,| SO, Mg S0, 


Grodul ‘de oxidare [9/2 ) 


Hy Gt A 9) E a SiE 7 
Le Phi-ulăsolutiei:+ 


2 


„Fig. 81: Oxidarea cu-aer a sulfifilor din diverse-lesti salfitice : ji 
HA — cota parte a sulfilului oxidat ; Bo — PEED Rripi 


x 
a 


Dioxidul de sult se UE în leşiile sulfit sub trei for me : liber, legal 
aldehid- bisulfitic si. sub formă de monosulfit. a 

În leşiile sulfitice cu baze solubile monosulfitul reprezintă forma funda 
“mentală de legare a dioxidului de sulf din soluţie. 

Deşi monosulfitul nu influențează negativ procesele Îi rhice, chime Ja 
concentraţii mari, totuși, datorită echil.brului - dinamic dintre `monosulfit 
şi bisulfit, primul trece în al doilea la valori ale pH-ului care sînt proprii 
proceselor. de prelucrare biochimică, formind cu zaharurile. compuşi aldehid- 
bisulfitici şi în felul: acesta zaharurile nu sînt complet utilizate. : 

“Se impune alături de desulfitare o serie de operațiuni -suplimentare de 
f îndepărtare a cantităților excesive de monosulfit. Acest fapt se Puiu realiză 
pe două căi: 
| — prin oxidarea Cola sa Bai lui în sulfat sau trecerea Siria: într-o 
formă insolubilă. Oxidarea se poate face prin suflare cu aer. Sa potnitki 
si. Glu scenko au demonstrat că soluţiile sulfiților de sodiu, amoniu Și 


magneziu, prin suflare cu aer pot fi oxidate într-o anumită măsură în sul- d 
fații-respectivi. Suflarea cu aer trebuie să se facă la valoarea pH-ului mai 


mică dé 4'sau mai mare de D: is limitele de pH = 4—5 sulfitii soleil nu 
pot fi oxidati (fig. 81). 


Experimentările etentaate do noi au demonstrat în cazul soluţiilor sul- 


_fitice. provenite de la fierberile cu baza de sodiu că randamentul maxim de 


- reducere a concentraţiei monosulf.tului se realizează la pH — 3,3 (tabelul 44); 

i — prin neutralizarea monosulf.tului cu lapte de var. in acest- caz Se 
formează sulf.tul de calciu insolubil care poate fi îndepărtat uşor prin decantare: 
À ` Tabelul 44 
Reducerea. concentraţiei monosulfitului functie ie valoarea pH-ului 


_Reducerea concentrației. monosulfitului, % (valori medii) 


PH” egal 080 ; ai ENE aerarii 
| Set i> | ca eee ke Te em pT ‘| 3h 
PIP F ees CS ee ae meper LERI 80 
3,5 Ma: i Pea Stas | 65 
42). Sahel 80 . „80 
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3.5.1. NEUTRALIZAREA. SOLUTIILOR SULFITICE REZIDUALE 
Me ŞI A PREHIDROLIZATBLOR 


Soluţiile bisulfitice reziduale desulfitate, desi au un conținut mai mic 
de dioxid de sulf, totuşi nu pot fi folosite pentru multiplicare, din cauza aci- 
dității mari şi a lipsei de substanţe furnizoare de azot, fosfor, potasiu şi 
magneziu, care sînt necesare formării proteinelor. De aceea, pentru a putea fi 
folosite, aceste soluţii se neutralizeaza pina la un anumit pH, prin reducere: 
acidității. şi apoi se tratează cu substanțe care îurnizează în timpul fermen- 
tatiei elementele chimice necesare înmulţirii şi dezvoltării normale a droj- 
diilor, respectiv formării proteinelor. --: : | 

Industrial, neutralizarea soluțiilor sulfitice reziduale se poate realiza 
în mai multe moduri, ṣi- anume : Ala 

< -— cu lapte de var urmată de. tratarea cu substanţe nutritive ; 

— cu amoniac (soluţie 25%); 

_ combinată cu lapte de var și amoniac. ara 

Procedeul de neutralizare se alege in functie de calitatea soluţiilor re- 
duale desulfitate, respectiv de gradul lor de desulfitare şi aciditate. 


35.7.1. NEUTRALIZAREA CU LAPTE DE VAR 


Această metodă de neutralizare se aplică atunci cînd soluţiile reziduale 
au un pH mai mare de 3,5 $i sînt pine desulfitate. Ea nu este indicată cînd 
pH-ul este scăzut, deoarece in acest caz cantitatea de Ca(OH) folosit pentru 
neutralizare’ este mare; ceea ce face să creasea mult concentrația de ioni de 
calciu, in solutia ncutralizată. O concentraţie mare în ionii de calciu dimi- 
nueazi randamentul în drojdie și favorizează. dezvoltarea altor microorga- 
nisme. După unii cercetători: excesul de calciu are efecte negative agupta 
vitezei de multiplicare prin: efectul inhibitor asupra enolazei, OOP NE 
chinazei ; încetinirea reacţiilor de oxido-reducere realizate prin inter mediu 
ciclului acizilor tricarboxilici, datorită formării acidului citric G asilescu, 
1961, Saru 1973). Totodată, folosirea unei cantităţi mar! de hidroxid = 
calciu duce la formarea, in timpul neutralizării, a sulfitului și a sulfatului de 
calciu, care nu se decantează ușor, jar în timpul separării la deea os: 
ratoare, provoacă infundarea duzelor. Datorită acestor considerente rebuie 
să se cunoască bine caracteristicile soluțiilor reziduale: desuifit 42: sue 

În fig. 82 se prezintă schema unei instalați de neutralizare cu apte de var. 


La 


ote de var (2:35 Ca0).: 


Solutie _ 
reziduala _ 
` desulfitata 


Extract de 
superfosfat 


- Canal 


Fig. 82. Schema instalaţiei de neutralizare a soluţiei sulfitice reziduale desul- 
‘ titate cu lapte de var: . APA 

“1 — rezervor de neutralizare ; 2 — rezervor de soluție neutralizatit ei 
tată; 3 — rezervor cu lapte de var; 4 — rezervor cu extract de supertosia’- 
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Neutralizarea cu hidroxid de calciu se face.cu lapte de: var cu o concer 
tratie de 2—3,5% CaO. Laptele de var nu ‘se introduce dintr-o data, ci în 
timp, în porţiuni. mici, pentru a se evita măriri locale de alcalinitate care ar 
„putea favoriza transformarea zaharurilor in acizi wronici. = 

În. general, soluţiile reziduale sint aduse după neutralizare la un pil 
cuprins între 4,0 şi 5.5. Aceste limite constituie pH-ul de lucru în funcţie de 
procedeul de fabicare a drojdiilor. at iu iy ja 

După adăugarea laptelui de var se continuă agitarea puternică pentiu. 
omogenizarea . mediului si definitivarea reacţiilor. de formare a. sărurilor de 
„calciu; respectiv a. lignosulfonatilor, sulfitilor, sulfatilor şi formiatilor de 
alcius DES A ja | wong Fi =) 

- 2 RH + Ca(OH), p> Ca + 2 H,O 
5037 e Ga CaSO, 
SOs pas aaa sca Ose ia 
2. HCOO~. + Ca** = Ca(HCOO0), - | | 

Consumul de lapte de var folosit la neutralizare exprimat în oxid de 
calciu este funcţie directă . de . aciditatea soluțiilor. reziduale desulfitate si 
variază. între limite destul de largi (1,2—2,2 kg CaO/m® soluţie reziduală). 
„În literatura de specialitate se insistă “asupra importanţei neutralizării 
cu lapte de var a soluţiilor reziduale de la fierberile cu baze. solubile. Din 
„datele găsite rezultă că la neutralizarea cu lapte de var, la cultivarea droj- 
diilor pe o soluție cu baza de amoniu, “se realizează randamente superioare 
față de neutralizarea cu amoniac. | DE 


- 


3.5.7.2, NEUTRALIZAREA CU AMONIAC (SOLUȚIE 25%) 


Metoda de neutralizare cu amoniac soluție 25%, se utilizează atunci cind 
pH-ul soluțiilor reziduale desulfitate este cuprins între 3,0 si 3,5. Metoda mi 
poate fi aplicată atunci cind concentraţia în zaharuri este mai mică de 18 g/l 
chiar dacă pH-ul este cuprins între 3,0 şi 3,5, deoarece la acest caz cantitatea 


de amoniac raportată la cantitatea de zaharuri este prea mare, fapt care ar 
putea favoriza infectarea drojdiilor în timpul fermentării. Ea se apl'că bine. 
„atunci cînd concentraţia soluțiilor. reziduale în zaharuri este mai mare de 
-20 g/l, iar .pH-ul este de 3,2 + 0,2. E Al N AN KORY 

; Schema instalaţiei de neutralizare cu amoniac este asemănătoare cu cea 
a neutralizării cu lapte de var si este redată în- f'g: 83. 


Solutie w 
desulfitata . 


Extract de 
superfosfat 


“Fig. 83. Schema instalaţiei de neutralizare a-solutiei sulfitice reziduale 
AG Se desulfitate cu amoniac : 
A 1 — rezervor de neutralizare; 2 — rezervor de colectare a extractului 


de superfosfat; 3 — rezervor de. amoniac ; 4 — rezervor  măsurător - 
pentru amoniac; 5 — rezervor de soluție neutralizată decantata.. -- 
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. Ca urmare a tratării cu amoniac, compoziţia chimică a soluţiilor reziduale 
se schimbă, în sensul că o parte însemnată din acizii care se găsesc in solu- 
[iile sulfitice reziduale (acizi lignosulfonici, sulfuros, sulfuric, formic, acetic etc.) 
sint transformați în sărurile lor de amoniu, conform reacţiilor : 


R — HP NH,OH > R= NH, + HO 
SO% + 2 NHF (NH,).SO,. 

SO2- -: 2 NH} > (NH,),S0,; 
-HCOO- + NH} = NH,HCOO 

CH,COO- + NH} = NH,CH,COO 


Metoda de neutralizare cu amoniac prezintă avantajul că realizează atit 
neutralizarea soluţiilor reziduale cit și îmbogățirea lor în săruri de amoniu, 
ca urmare a reacţiilor menţionate, fapt care face ca după neutralizare să nu 
mai fie necesară introducerea de alte săruri de amoniu în soluţiile reziduale, 
in plus, prin- neutralizarea cu amoniac se elimină formarea sărurilor insolu- 
bile, care se produc în cazul neutralizării cu hidroxid de calciu sub formă de 
sulfiti și sulfați de calciu (Fedoseva, Mironova, 1967). 

Cel mai mare avantaj al neutralizarii cu apa amoniacala: este cresterea 
conținutului de proteine brute gi reale şi a randamentului în biomasă. 

Prin: utilizarea pentru drojdii a leşiilor sulfitice provenite de la fierberile 
cu baze solubile, în particular cu baza amoniu, este rațional ca neutralizarea 
să se facă cu lapte.de var, deoarece in acest caz ca urmare a schimbului de 
cationi se formează sulfitul de calciu, insolubil, ușor de îndepărtat prin de- 
cantare. Această metodă prezintă dezavantajul că soluţia neutralizată ob- 
ținută are un conţinut variabil în azot, ca urmare a pH-ului variabil al S0- 
lutiilor reziduale provenite de la diferite sorturi de celuloză, fapt care igre 
uiază mult conducerea ‘procesului de fermentare. Cu toate agestea; mated 
de neutralizare cu amoniac poate da rezultate bune, daca inainte de neutra- 
lizare soluţiile reziduale au fost bine omogenizate în scopul eliminării va- 


> 


Tiatiilor de pH. 


815.713; NEUTRALIZAREA COMBINATA CU LAPTE DE VAR SI AMONIAC 


Metoda de neutralizare combinată este aplicată la see e ir asi je 
ziduale care au un pH mai mic de 3,3, dind rezultate mult mai ee să 
metodele descrise atit în ceea ce privește calitatea soluţiei aa A pee 
Şi conducerea procesului de fermentare. Schema unei LERA a: F Si 
zare combinată, pentru soluțiile sulfitice reziduale este redata g. òa 


Cantitatea de lapte de var adăugată variază, in funcție se FEL Alte 
al soluţiei desulfitate, între 0,8 si 1,4 kg CaO/m: soluţie desultita in 4 i 
Cantitate se determină astfel încît, după tratarea cu lapte de rat în uha 
reziduală să aihă totdeauna un pH cît mai constant, pag niin curse iai 
mai mari de 40,1 unități pH. După tratarea cu aeS de var ut orgie en) 
garea soluţiei de amoniac 25%, pina cînd se ajunge la pH-ul Fe dorit. C s 
titatea de amoniac se adaugă în condițiile arătate la neutralizarea shit a 
amoniac şi este totdeauna constantă, deoarece pH-ul Sota inet 
după tratarea cu lapte de var devine constant, aga după pe ais = a 
Acest fapt are o deosebită importanță, deoarece solutia finală ramine cl 
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Lapte de var (2:35% CaO 


Extract de 
superfosfat: 


x Fig. 84. Schema instalaţiei de i fit Gabi At a solu- 
E fiilor sulfitice reziduale desulfitate : 


Ig a rezervor de amoniac; 2 — rezervor pentru dozarea amo- 

niacului ; 3 — rezervor pentru dozarea laptelui de var; 4 — re- 

zervor colector pentru extractul de superfosfat ;' 5.— rezervor 

-de neutralizare ; 6 — rezervor ‘de soluție neutralizata decan- 
tata. 


“conţinut de azot. constant, ceea ce per mite o conducere uşoară a procesului 


de fermentare, prin evitarea dereglărilor. provocate de concentratia variabilă 
în azot a soluţiilor reziduale neutralizate. “ 

Comparativ cu celelalte două metode, metoda de neutralizare combinati 
are un număr mare de avantaje, printre care : 

| — reducerea consumului de amoniac, prin ridicarea E Ei -ului la’ o valdai 

` constantă cu lapte de var; : 

l _— obținerea unei soluţii reziduale cu un conţinut de azot si pH constantei 

— eliminarea excesului de amoniac care se produce în cazul neutrali 
zării prin metoda numai cu amoniac ; 

Fa — p&rmiterea introducerii unei cantități. de amoniac de numai 70 Yp | 
față. de întreaga cantitate de amoniac necesară dezvoltării si inmultirii droj- 
diilor, diferenţa “de 30%, introducîndu-se în timpul fer mentării, ceea ‘ce per 
mite reglarea pH-ului la fermentatoare. | 
Un factor deosebit; de important care influenţează mult procesul de neti 
tralizare a soluţiilor reziduale, indiferent de moduł cum se-realizează acestă 

„îl constituie metoda de agitare .utilizâtă care poate fi făcută, aşa cum Să 
arătat; sau mecanic, folosindu-se agitatoare obişnuite cu palete, sau prin 

barbotare cu aer. Dintre aceste două metode, barbotarea cu aer este mai &- 

vantajoasă, în cazul în care soluţiile reziduale mai conțin cantităţi apreciabile 
de dioxid de sulf, deoarece se permite eliminarea unei cantități mari de gaze 
şi substanţe - volatile din soluţiile reziduale desulfitate, mărind astfel gradul 
lor de desulfitare. 

„S-a constatat că la o temperatură mai mare de 70°C (temperatura solu 

Hipi reziduale desulfitate) barbotarea intensă cu aer face să se elimine circa 
30% din cantitatea totală de SO, aflată în soluția reziduală : desulfitata, 
ceea ce prezintă un deosebit interes, deoarece cu cit conţinutul în SO, este | 
mai mic; cu atît soluţiile reziduale devin mai apte pentru dezvoltarea $1 în mule. 

tirea drojdiilor. În plus, eliminarea avansată a dioxidului de sulf face să | 


scadă aciditatea mediului, jar consumul de materiale folosite la neutra 
-să se reducă corespunzăror. 4 | 

- Problema neutralizării prehidrolizatului din beni de foioase m o pro- 
blemă deosebit de grea, avînd in vedere conţinutul deosebit de ridicat de 
substanţe coloidale de natură ligninică. În cazul neutralizării cu lapte de var» 
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Fig. 85. Variația conţinutului „de substanțe reducătoare totale (SRT) 
prin neutralizare cu laptele de var în cazul prehidrelizatului din lemn 
de, fag. 


apar o serie de inconveniente majore care constau în apariţia unor depuneri 
dure ‘ce influenţează neutralizoarele, imposibilitatea menţinerii unui pH con- 
Stant, precum şi pierderi importante de zaharuri (Herezgh, 1987). 

În fig. 85.se prezinta scăderea conţinutului de substanţe reducătoare 
totale prin neutral zare cu lapte de var, constatindu-se că aceste pierderi 
Pot atinge 15% la un pH = 88 ;25 

Inconvenientele realizate prin neutralizare cu lapte de var (mai ales pro- 
ema depunerilor) pot fi înlăturate prin neutralizare cu amoniac. În tabelul 45: 
se prezintă influenţa procesului de neutralizare cu apă amoniacala asupra 
conţinutului de furfurol şi zaharuri, din predihrolizatul provenit de la fabri- 
carea celulozei chimice din lemn de fag, remare îndu-se scăderea concentraţiei 


in special in furfurol (peste 50%) şi in zaharuri (Stanciu, 1984). 
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` Tabelul 45 


é „Influența pr lia de he alieate cu apa amoniacală PRIDA tonunun | 
- de turturol şi zaharuri din prehidrolizatul provenit de la fabricarea | 
- celulozei chimice din lemn de fag 


RE ae = Furfurol, “g/l ` Zaharuri, g/l 
„Număr ml so- FIE TJ 
: lufie amoniac | | 
25% pentru: » SI La & 
RPH neutralizarea. | _ _ | După .| Scade 1 | După | Scade 
iniţial la pH = 5 Initial | neutra-. {continutul] Initial | neutra- {continual 
i a 1000 ml ER fo lizare [de furfurol] . „lizare | de zahăr: 
prehidrolizat “ ii Ala l 
3,5 41,56 S 299 | 103 |: 65,55 | 34,34. | 27,54: | 19,80 
ESIA 1,70 = |- 2,99 | 1,26 | 5785 | 32,00-.| 30,00 | 6,5 
353 1,50 ` _ 5,52 D253 |) Saye Si RT Oe 38,30- | - 11,75 
“Sah 1,30 7,60 2,64 | 65,26 34,34 . 30,50 11,18 
3,8 2,008... 4977 ic: 2,07 52,63 38,80 | 33,40 | 1391 


, 


Aerarea E bi la neuial zarea prehidrolizatului este as asemene 
indicată, deoarece determină el m'narea mai agansata, a substantelor inhi- 
-bitoare din prehidrolizat. - 

Paralel cu diminuarea- conținutului de: KAD prin neutralizare, şi st 
flare cu aer .se constată $1 0 accelerare a procesului de coagulare a substan- 
țelor coloidale. din prehidrolizat, care jenează dezvoltarea drojdiilor. 


„3.5.8. TRATAREA CU SUBSTANȚE NUTRITIVE 


Soluţiile reziduale neutralizate şi Sraogenizate sint pregătite în continuart 
pentru fermentare, prin tratare cu substanţe nutritive, furnizoare de elementti 
chimice necesare dezvoltării ‘si multiplicării normale -a drojdiilor. , 

Pentru formarea substanţelor proteice, drojdiile necesită o sursă de azot 
asimilabilă. Drojdiile asimilează bine sărurile amoniacale : sulfatul de: amo 
niu, fosfatul de amoniu, amofosul si soluția apoasă de amoniac. Nu se poate 
utiliza azotitul de amoniu, care se descompune foarte uşor, iar anionul aci- 
dului azotos (NO7) este un toxic puternic: pentru drojdii (£i g: 86). 

Fosforul este un alt element care joacă un rol decisiv în reacţiile: bid 

chimice ale metabolismului intermediar. În cazul lipsei de fosfor la drojdil 
se observa un continut redus de proteine si concomitent un regres al const 
mului de zaharuri si al formării biomasei (fig. 87). 

Maas-Forster (1955) au constatat că între consumul de fosfor Și 
continutul de proteine intervine o relație strins& şi că preluarea . de azot 
are loc doar foarte încet, dacă s-a consumat cranii din mediul. nutritive 

„Există un raport optim (3,0— 4,0) între cantitatea de azot si fosfor W 
care se realizează un _ randament maxim în biomasă şi un- conținut ridicat 
de proteine. i 


> S-a demonstrat că potasiul si autre: au un rol adept în “metabo 
E smul drojdiilor, prezența lor în mediul de multiplicáre in concentraţii optime 
asigurind o înmulțire rapidă. si un randament ridicat. 


Potasiul accelerează absorbţia fosfaților care se sistează în Absent si 
(Schmi dt, 1949). Potasiul-ca si amoniul, care-l poate substitui într-o oarecatt 
“măsură, paripa: la formarea metalo- fosfaților ae u stocarea de energie 
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Fig.: 86. Variația randamentului în biomasă, funcţie de variația conținutului de azot. 
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Fig. 87. Variația randamentului de utilizare a zaharurilor, funcţie de conţinutul de fosfor* 
astfel în strinsă relaţie cu funcțiile celulare ce 
asemenea, acest element are 0 acțiune re- 
“Sulatoare la pH-ului din interiorul celulei prin fixarea de ioni H+ Ja meta- 
oliții fosforilizanti ai metabolismului și la suprafața enzimelor ; celula poate 
constant să. schimbe ionii H+ formaţi în metabolism cu ionii K+ si să facă 
Suportabile concentraţia de ioni H* în interiorul celulei. d de 
_ Importanţa! fiziologică a magneziului constă in primul rind În, ye 
Său de activator al compusilor de fosfor. S-a constatat că cel mai bun ratie i 
Ment în drojdii se obține cînd concentratia în K,O raportată la substanțele 


A compușii macroergici, fiind 
urnizează si transmit energie. De 
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. fe duo alge este vo 1 1% si i cînd concentraţia în MgO raportată Ja substantela 
reducatoare este de 0,1%. Potasiul se asimilează sub formă de clorură de 
` potasiu, iar magneziul sub formă de clorură de magneziu sau sulfat de mag. 
neziu. Potastul şi magneziul nu pot fi introduse sub formă de azotiţi, „din 
cauza acţiuni inhibitoare a ionului NOz. În general, ordinea adăugării sub: 
stantelor nutritive în soluţiile neutralizate este următoarea : RNHa (în cazul 


în care. iile ea. s-a facut cu. hidroxid de E PK, RMg, săruri de f 
fosfor. i 


Studii complexe utilizînd metoda. corelatiei statistice privind influența 
sărurilor nutritive asupra procesului de multiplicare a drojdiilor furajere uti- 
- lizind ca-substrat lesiile sulfitice reziduale de la fabricarea celulozei perga- 


minabile- si prehidrol'zatul din lemn de fag au fost efectuate de Stanciu (1984) 
şi Ciobanu (1975). AE 


În cazul multiplicării a las i pe prehidrolizatul pro 
de la fabricarea celulozei chimice din lemn de fag adaptind ca criteriu de com- 
paratie raportul de corelaţie, se constată influența diferită a sărurilor nutri- 
tive asupra. randamentului în biomasă, asupra randamentului de utilizare a 
© gaharurilor si asupra conţinutului în proteine. În ceea ce priveşte randamentul 
“în biomasă la culturile pure (Candida arboreea şi Candida robusta), o influență 
hotăritoare o are conţinutul de azot (fig. 88), urmat de conținutul de pento 
xid de fosfor, pe cînd la cultura mixtă se remarcă influența deosebită a mag: 
neziului si a fosforului. 


La Candida robusta influenţa hotaritoare asupra ratidamentului de uti- 
lizare a zaharurilor o are conţinutul de fosfor (fig. 87), urmat de conținutul 


dle azot, pe cînd la cultura mixtă se remarcă influența magneziului si fosfo- 
rului. 


Sub aspectul cohen de pr oteine rezultă, la toate GRE influența 
hotaritoare a azotului: (fig. 88), urmată de. influenţa magneziului, 


și 


Proteine [ 27 | 


500 ae ki 600 


- Azotimg/t) eh k 
Fig. 88. Variația conținutului de proteine cu variația conţinutului de azot. 


“mixtă. - 


a 


diilor. Conţinutul de fier din drojdii es 


„Părţile componente ale celulei, reduce con 


Pe baza acestor date se poate afirma că există o anumită specificitate fafa 
de sărurile nutritive, funcţie de specia de drojdie sau de felul culturii, pură sau 
“Tabelul 46 prezintă consumurile specifice de săruri nutritive pentru fa< 
bricarea drojdiilor furajere care utilizează ca substrat leşiile sulfitice reziduale 
şi prehidrolizatul din lemn. de foioase şi rășinoase. 


Tabelul 46 


Consumuri specifice de săruri nutritive la fabricarea drojdiilor furajere (kg/t) 


Lesii sulfitice me: Prehidrolizat 
FA eee 
Săruri nutritive Procedeul k 
é - x x A - d ' 
Bai Baza Pekilo Foioase Rasinoase 


Í ; ` calciu amoniu 
-$ 


Apă amoniacală (concentrație 


25%) - „423 580 110 480 940. 
Superfosfat (17% P0) >- E a ee Te oe 140 
Fosfatdiamoniu (46% P20;) ote | ee i= 300 ză 
ngrăşămiînt complex — A 55 = = 
Acid fosforic a y 28 60 — 


Clorură de potasiu’ a] i 5 

(60% 140) | a ERA | | ri 
Dolomită (13—14% MgO) |. = | 3 4 
Clorură de magneziu > ` 3,7 za q xi 


Pentru dezvoltarea drojdiilor este necesară şi prezența microclementelor, 
precum si a unor- factori de creștere, între care vitaminele, anumiţi aminoa- 
cizi etc. | Š l 

Prezenţa `oligoelementelor 
melor, acestea-influențind rand ; 
celulare, actionind asupra sistemelor enzimatice 
lescu, Herczgh, Maxim, 1991). ; EE T a 

S-a constatat că activitatea unor enzime se intensifica igs prezenţa pă 
ioni metalici. Dintre aceștia amintim mal ales ionii Fert si Fest, Cu” și Cue, 

2 2+ si - N + 2+ si Kt 
Co*+, Mn=+ şi Mn‘*, Zn?*, Moy, Mg?*, Ca?" $1 ey = ie maate, 
Dintre elementele cunoscute fierul are 0 deosebită importanţa. Ite 


este un catalizator al reacțiilor de oxidare şi stimulator al. dezvoltării droj- 
te de 0,1 —0,16%, fata de substanța 


absolut uscată, putînd ajunge la 0,3—0,48% la drojdiile înnobilat cu fier 


(Soloviov, Riabcink, 1989). 
La genul Rhodotorula, caren} 
upă cum fierul este legat de sintez 


este esenţială în dezvoltarea microorganis- 
amentul, viteza de crestere si densitatea maset 
ale celulei (Staniciu, Baiu- 


a de fier împiedică formarea carotenoizilor. 


a factorilor de crestere, cuprul este esen- 
tial pentru formarea. citocromilor şi este implicat în unele Loy i i 
Un rol important: in procesele biochimice i] joacă $1 Ai, ; aed N 
Vorizează transformarea produșilor de scindare a hidraților de. carbon în 
: tinutul de fosfor anorganic și crește 
ipii i Ç i ona iala 
Continutul fractiilor organice — fosfolipide și ADN. O nee iese 
asupra dezvoltării drojdiilor o are, de asemenea, manganu și mo seu 
Manganul nu intră în componența fermentilor dar le generează activarea, 
Participă la procesele de schimb de azot şi la respiraţie. re ae 
Este posibil ca şi alte elemente prezente ca urme sa ai oe un ir e 
această acțiune a lor să fie ascunsă prin urmele din aceste elemente | 
exista ca impurități în alte substanțe nutritive. 
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~~ melor utilizate in procesul. de multiplicare. 


ZA diilor trebuie să îndeplinească o serie de condiţii cum ar fi: : 


A, UTILIZĪND CA SUBSTRAT SOLUTULE SULFITICE REZIDUA in 


‘serie de factori fizico-chimici şi „biologici. 


mediului. PEINE 
tură. à 


; condiții de mediu; se pot cultiva cu rezultate bune diferite rase; tulpini, spec 
o și chiar genuri de asedii sau cupei ci La lesiile sulfitice reziduale și pe pe li- 


` Candida tropicalis,. Candida utilis, Candida melinii, genul Trichosporon, tip 


iar alte fabrici utilizează drojdiile Hansenula. 7 ) 


“jumătate din zaharurile existente in leşiile reziduale. Dacă se recurge la un al 


\ desi acest gen se plaseaza la.un. nivel mediu în pr ivința continutului de aa 


+ 


3. 6. TEHNOLOGIA DE FABRICARE A DROJDIEI 


SI PREHIDROLIZATELE DE LA FABRICAREA CELULOZELOR 4 


- 3.6.1. MICROORGANISME UTILIZATE 
IN. FABRICATIA DROJDULOR FURAJERE 


E industrială. a drojdiilor furajere este condiționată de 0 
“Dintre factorii biologici remarcdm, in principal, natura microorgaail 
Microorganismele utilizate in procesul de multiplicare industrială a dr oj 
— durata de generare cit mai scurtă ; . E 
— randament de fabricație si conținut de yet She ridicat ; \y 


— să aibă o mare vitalitate, mai ales in cazul multiplicării continue; 
— să fie putin sensibile la infecții, inhibitori $i la: variațiile calitative ale 


“De obicei, tipurile de drojdii se aleg în Pe de natura mediilor de. cul- 


„Dată fiind marea variabilitate şi e ta a drojdii lor la diver ele | 


drolizate. k 
În practica industrială se fite nd în mod fr ecvent ur E out gen 1 
şi tipuri de drojdii : : genul Candida, tipul Candida scollii, Candida robusla 


Tr. culaneum, Tr.. pullulans etc genul Ao nuiapsiE, tipul Ki cand a Tia 
mii, T. famata, T. sphaerica ete. n 


În linurile de fermentare së mai intilnese di ojdiile din genul en ryptococe® 


Analizind multiplicarea ‘drojdiilor - furajere pe lesiile Sunu rezidual 
luînd drept criteriu de apreciere calitativă procentul de azot proteic, se com 
stată un conţinut maxim la Candida robusta (56,25%), furnizat de proporti 
însemnate de histidină — Și IS aspai gina din compoziția aminoproteică (Rozm 
rin si colab., 1973). j ' | i 
„ Adăugînd la. acest. criteriu. productivităţile cele mai importante rea 
zate la această specie; a rezultat că pentru producţia curentă se poate rețin 
specia Candida robusa, care. însă realizează un randament minim de utik 
zare a zaharurilor reducătoare (numai 54%), consumind practic numai 0 


“criteriu de estimare calitativă, si anume randamentul de utilizare. a substalk 
telor reducătoare, se constată valori maxime la specia Candida arboreea (94% 


Protein. / a 
Candida tropicalis eee o Oe A mică, deşi utilizea A m 
proporție însemnată zaharurile din soluție (75—80%), pe care le consum 
specific, sintetizind cantități mari de acid glutamic și tirozină. E- 
Pentru producţia curentă, nu se tomada ultimele. două spegi a 


spy st hs eae a 


Folosind amestecuri “ae două, trei sau patru genuri multiplicate în comun 
în linuri; se desprinde: posibilitatea modificării caracteristicilor producției 


marfă in funcție de indicele urmărit : productivitate convenab: la, compo- 
zitie specifică in aminoacizi si randament diferentiat de utilizare a zaharurilor 
din soluţiile. sulfitice reziduale. | i 

Amestecurile de Candida aréoreea, Candida tropicalis si T. utilis, milti- 
plicate în comun, se plasează sub aspectul epuizării zaharurilur. în Zona va- 
lorilor satisfăcătoare (78%); pepiceent ind in sehen 0 dia tut, 
noproteică de bună calitate. 

La fabricarea drojdiilar furajere se pot. utiliza și amestecuri de micro- 
organisme ‘din, diferite- genuri : „genul Candida, genul Trichosporon, genul 
Torulopsis etc.. i 

Drojdia Tilehonon culaneum are o viteză de creştere” comparativ re- 
dusă cu celelalte tipuri de drojdii, însă asigură o asimilare mai profundă a 
substanțelor - organice, în particular: a acizilor organici. } 

Oportunitatea. utălizării unei astfel de culturi asociative este 
legată de tipul pozitiv de interacțiune între drojdiile Candida si 
Trichosporon, interacţiune - de np, stimulator (mutualism). 


Actualmente există o pre- z 
ocupare deosebită pe linia uti- 
lizării - unor noi tipuri de 
drojdii, mai productive şi mai 
rezistente la inhibitori, 

„Pe aceasta E nie.se înscriu. 
Și lucrări je de aclimatizare a 
drojdiei Candida sċoltii pe pre- 
hidrolizatul provenit. de la. 
fabricarea: celulozei chimice. 
din lemn de fag si pe leşiile: 
Sulfitice rez; Rae cu baza de. 
amoniu si sodiu (Stanciu, 
Herezegh, Iacob, 1990, Her 
ezegh, 1991)... ns | 

: Drojdiile Candida sett 
din punct de vedere morfologic 
Se prez'ntă sub formă de Arts 
oval clipsoidale dispuse sub 
formă de lant, cite 5247212 
Celule cu înmugurire din toate 
Părțile (fig. 89)... 

Coloniile - dezvoltate pe 
agar de bere sînt de culoare 
ima cu suprafața mărunt 

a, cu granulaţie - fina. 

rot, lul tolohiei este bombat. 
com În f g.: 90 sînt prezentate Bo oe re 

parativ coloniile de drojdie Fig. 89. EI drojdici Candida scoltii multiplicate 


“and ida scollii cu diverse co- pe prehidrolizat provenit de la fabricarea. celulozei 
omii de dr ojdii chimice din lemn ag fag. 
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de drojdii: 
a — Candida scollii; ` b — Candida tropicalis; 
c —.Candida ulilis; d — Candida arboreed. 


Fig. 90. Aspectul comparativ al diverselor colonil 


„ Drojdiile Candida scollii asimilează bine atit hexozele cit și pentozelb 
precum si acizii organici si uronici. i | | ] 
am Tabelul 47 prezinta performantele drojdiei Candida scollti multi plicată 
pe prehidrolizat din lemn de -fag și pe leşii sulfitice reziduale, comparatii 
cu diverse tipuri de drojdii si policulturi. i a | 

Datorită proprietăţilor sale (randament în biomasă şi conţinut în pr 


teine ridicat), drojdia Candida scottii poate fi introdusă în fabricație industrial 
_atit. sub formă de cultură pura cit şi sub formă de cultură mixta, in c ombi 
„nație cu celelalte specii de drojdie Candida (în acest caz are o influență str 
“mulatoare asupra dezvoltării celorlalte specii de drojdii, deoarece secreti 


vitamina H, biotina). 
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Pe lîngă drojdiile care. intră în componența populațiilor industriale de 
microorganisme, în cazul infecțiilor se -remarcă prezența bacteriilor, muce 
gaiurilor şi mai rar a actinomicetelor. Se yee yeaa oe ee 
= Sursele cele mai posibile de acces a microorganismelor straine in mediul 
de cultura sînt reprezentate de. aerul ce sé introduce în cuvele de multipli- 


care, precum şi în rezervoarele deschise. —— | 
Infectarea mediului se poate produce şi de la apa brută ce se introduce © 
„pentru diluarea prehidrolizatului. — (ae p” l 
Dezinfecţia sistematică este necesară si pentru faptul ca, in, condiții in- 
dustriale, în locuri puţin accesibile din instalaţii si pe conducte se depun droj f. 
„dii furajere, care putrezesc după un timp oarecare, degajind substanţe no: 
cive pentru dezvoltarea drojdiilor. a AY | S i 
' Dezinfectia se poate realiza pe cale chimică, termică si mecanică. Dew 
regula in practica se face uz de toate aceste procedee. Ca substanțe dezin- 
„fectante se utilizează clorura de var, formolul, cloramina și hidroxidul de} 
- sodiu. | Apei. ef = = | A 
„Acţiunea unor substanţe chimice asupra unor microorganisme se prezintă 
în abelul 48. În general, se recomandă ca dezinfectia să “se. facă cel pulii 
fa arate? ar eta acre, wf: l ait | 


3.6.2. TEHNICA PREGĂTIRII CULTURII PURE 
„DE DROJDIE 


=. Imoculul. reprezintă cultura pură de drojdie adusă în forma viabilă Și 
care este utilizată la însămînțarea plămezilor din instalaţia de multiplicari 
-Amoculul se realizează în mai multe etape. ae E 
Insimintarea în eprubete. Un număr de 5 eprubete „stoc“ din frigiderul 
de depozitare a micotecii. sint aduse lent la temperatura de 20.. „D4*C, (tem 
peratura camerei);  . TA FA Y i 
L se pregătesc 5 eprubete cu mediu nutritiv. solid, (geloză înclinată): 
— se termostatează eprubetele inoculate la 38°C timp de 24 ore; | 
___ se face o analiză microscopică pentru. verificarea “drojdiei $i, daci 
“aceasta este corespunzătoare, se poate trece la însămînțarea pe plăci Petty 
— se însămînţează 10 plăci Petri cu d — 10 cm, care se menţin în ter 
mostat la 38 timp de 24—36 ore. | ai să i 
gi i “Cultivarea drojdiilor în baloane. Se pregăteşte un mediu nutritiv And 
avind următoarea compozitie:: ; = 


reel 


= HPO)  —. 1,9. ml; 
_ CHACOOH (110) — 8,0 ml; 
SUNG) cod eee — 0,15 g 
“LeMgSO.-7 HO — 0,075 g; | | | 
— Ca(HSO,). EEO 0425! 8 (se poate inlocui cu NI, HPO 
O NH,OH (2094) Om; pia OA | 
NaOH (OUEN) E = 2,0 ml... 
2 glucoză, oe oe 224 30/0905" 
— autolizat. de drojdie — 5,0 ml; 


— apă potabilă — 1000 mil... 
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Se aduce la pH = 6,0 cu apă amoniacala gi se sterilizează 20 min la 1 bar, 
Biomasa obţinută pe plăcile Petri se adună cu ajutorul unei spatule sterile, 
iar cu cantitatea-de drojdie recoltată de pe o singură placă, se însămiînțează 
două buloane de 500 ml, conținînd cite 50 ml mediu nutritiv Andreev. Cel 
două baloane se închid steril, cu dopuri de vata si se introduc în termosta- 
tul cu masa de agitare la 38°C.-In lipsa unui termostat cu masă de agitare, 
baloanele se introduc într-un termostat obișnuit si se va avea grijă Să se 
agite cil mai des în toată perioada de menţinere în termostat. 

După 15—16 ore în fiecare balon se mai introduc cite 50 ml mediu An- 
dreev. Durata totală de menţinere in termostat este de 18—20 ore. Se. efec- 
tuează controlul microscopic al! purității drojdiei, iar după control fiecare 
balon se şterge cu alcool. :: a 

Transplantarea în aparatul de cultură pură (de laborator), Aparatul de 
cultură pură (de laborator) are un volum total de 10 1 (volum util 5 1). 

În fermentatorul de laborator, foarte bine sterilizat. în prealabil, se in- 
troduc : uf II | 
— mediul Rieder — 400 ml; < 
' — apă distilată = 2100 ml. 

Compoziţia mediului Rieder este + 


_— glucoză — 30 g; 

— (NH,),S0, = 3 Tone 

— MgS0,-7 H.O — 0,7 gi 

— NaC aa 0,5 g; 

— Ca(NOg)aas e OE 

+. KHBO A DO BE 
+- autolizat, de drojdie. — 10 ml; 
-+ apă potabilă — 1000 ml. - 


„ Concentratia în substanţe reducătoare in fermentator este de 0,3 —0,359%, 
iar volumul plămezii este:de 3 500. ml. După citeva ore de dezvoltare a culturii , 
la 35°C cu aerare intensă, cînd concentrația în substanţe reducătoare scade 
la valoarea de 0,1 —0,14%, se completează volumul de soluţie cu mediu Rie- 
der pind la 6 000 ml. Se controlează dezvoltarea drojdiei prin scăderea con- 
Centratiei în substanțe reducătoare și creșterea cantității de biomasă, 

După $—10 ore, concentrația in biomasă este de 7—9 g iesi. 
soluție. În acest. moment; sescoate din fermentator cantitatea de 3000 m 
si se completează cu 3 000 ml mediu Rieder. 

Se procedează astfel pina cind se colectează 8 
drojdie. Eventual, se poate păstra drojdia oținut 
Buchner. oh iu: E ds pi 

Plămada din aparatul de laborator constituie mareri E 
fermentatoarele semiindustriale (instalația de tupa ae rat Al 
` Multipliearea. drojdiei pe instalaţia „de cultură pură erat y oa 
lig. 91 se prezintă schema instalaţiei de cultură pură cu care 
fiecare fabrică de drojdie furajatera, Veta” Bi IM PK = A: 

'* Instalaţia de cultură pură este compusă din două sepia ini 
Dlicare. confectionate din otel inoxidabil (BAF ŞI CUBO), PIE Ra 
teme.de aerare, încălzire, răcire Interioară 3 ha Same e in volum de 

~ Recipientul, avînd denumirea convenţională pie în pini he 
300 —500 l}, iar recipientul CUBO are un volum de — 


—10 1 plămadă cu 7—10 g/! 
ă prin filtrare pe © pilnie 


arerialul de inocul pentru 
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12~ Biologia si tehnologia drojdiilor, vol. UI — cd. 112 
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Fig. 91. Schema instalatici de” cultură pură industrială. 


 'Transplantarea drojdiei in BAF. Inainte de trecerea mustului din aparatul 
„de cultură pură din laborator, in BAF, acesta trebuie spălat foarte bine cu 

„apă, apoi cu soluţie de formol 4—5 ore la fierbere si apoi din nou cu apă 

“După spălare, se introduc 25 | mediu M nesterilizat, la pH = 4,8 si se im | 
calzeste 1a'60.....80?G, Au care se răcește la dac: NES medi ului M 


şi 2M este redată mai jos: 


Variantă I Soare: ME “Media 2M 
melasă ii ON 40 g EE UA 
> (NHAHPO, ~ DD, A Caii 
1 “(NH,)250, - 1s dr sp 2 g es 
„ MgS0,-7 H,0 F033 Quay 1 
apă bo sa! 000 mi „1.000 ml 


"În rezervor se introduce și cantitatea de biomasă obţinută în: aparatul 


‘dé cultură pură de laborator. 
= Din 30 în 30 min se fac verificări de pH, concentratie in pioasă şi ana- 
liza microscopică. Cînd concentrația în zaharuri scade sub 2 g/l, se mai in- 
- troduc 25-l-mediu 2 M si se aduce la pH- -ul 4,5—4,8- pH-ul scade în timpul 
multiplicării, deoarece melasa se consumă integral. Cînd pH-ul ajunge la 3—4 

iar. concentraţia în biomasă la 2—3 g/l, se mai introduc ‘50 1 mediu 2 Msi se 
ajustează pH- -ub cu apă amoviacală. : 
La o nouă scădere a pH-ului, se mai | Teagan 100 1 mediu 2 M si se ajus- 
tează pH-ul. Ultima parte din mediul 2 M se adaugă atunci-cind după ce 


Nak ~ De 
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s-au mai introdus 100 1 mediu, concentraţia. în drojdie se dublează. Acest 
ultim. mediu este format din 200 1 apa, 16 kg melasă, 1 kg NH,CI si 0,4 kg 
H,PO,. După adăugarea acestui mediu, concentraţia in drojdie scade Ja ju- 
mătate, după care apoi începe să crească foarte repede. 

Cînd concentrația -în drojdie ajunge din nou la valoarea inițială, pla- 
mada se trece in-rezervorul de aclimatizare CUBO, in care se găsește soluția 
ce conţine substratul nutritiv (soluția sulfitică reziduală, prehidrolizatele). 

Transplantarea drojdiei. în CUBO. În rezervorul CUBO, foarte bine 
dezinfectat, se- pregăteşte un. mediu format din 500 | apă potabilă, 40 kg 
melasă, 1 kg H,PO, si 2,5 kg NH,CI, ajustind pH-ul la 4,5: 
| Se golește apoi conținutul-rezervorului BAF în rezervorul CUBO, lă- 
sind 50 I rezervă in BAF. Apoi în CUBO se introduc 500 | soluţie sulfitica 
reziduală sau prehidrolizat, 40 kg melasă, 2,5 kg NH,Cl, 1 kg H,PO,, ' ajus- 
tind pH-ul la 4,5. _ a | 

Cînd concentraţia: drojdiei în CUBO ajunge la 5—8 g/l, se mai introduc 
1000 1 soluţie sulfitică reziduală sau prehidrolizat, 80 kg melasă, 2 kg HPO, 
și 5 kg NH,CI si se ajustează pH-ul. - . (ee 

Cînd concentraţia în drojdie ajunge din nou la 5—8-g/l, se introduc din 
nou 1 000 1 soluţie cu 80 kg melasă, 5 kg NH,Cl, 2 kg H,PO, şi se ajustează 
din nou pH-ul. Cînd din nou se ajunge la concentraţia inițială a drojdiei, se 


goleşte CUBO în linul de fermentare, lăsînd 500,1 mediu în CUBO pentru 


rezervă, 


3.6.3. MULTIPLICAREA INDUSTRIALĂ 
“A DROJDIILOR FURAJERE 


3.6.3.1. DEGRADAREA AEROBA A HIDRATILOR DE CARBON 
“ȘI BIOSINTEZA AMINOACIZILOR ȘI PROTEINELOR. 


Procesul de multiplicare a drojdiilor implica o serie de transformări bio- 
chimice complexe. Astfel, substanţele furnizoare de carbon asimilabil îm- 
preună cu celelalte substanţe nutritive sînt transformate în alte substanţe 
cu compoziţie chimică mai complexă, din care cea mai mare parte o formează 
proteinele ce intră în structura celulelor de drojdie. 

În fig. 92 sînt prezentate principalele faze de transformare fer garii 
tivă a D-xilozei (1), cu formarea acidului pirotartric (13), ca pi odus ia N 
mediar principal. Ca rezultat al izomerizării D-xilozei hae PS lu 
Xiluloza (2), care’ se- fosforilează trecînd În D-xilulozi-o-fosfat (: ). | olen, 
torul grupelor de acid fosforic este adenozindifosfatul A D Jap ru] esa 
legăturii C,—C, din compusul (3) se formează acetatfosia (4) şi pe piro a 
tric (13). Ca produse intermediare se formează aldehida 3 ee ee 
acidul 3 fosfogliceric (6), acidul fosfofenolpirotartric (9) și alti co whe 
nu sînt evidentiati în schemă (Holkin, 1989). La formarea aceti £ 
Participă acidul fosforic sau sărurile acestuia. — i 3 AAR 

Ciclu Kee incepe cu formarea acidului citric Py ba ie 
ăcetil-cofermentului A-16 cu oxalatul acidului acetic 4 e ai n: pai 
eTmentului citrat-sintetazei. Acidul citric (18) sad area pete bye 
Cis-aconitie (19), sub acţiunea aconilathidratazel. Acelaşi ferment acţ 
‘supra formării acidului izocitrie (20), ca rezultat al capia 3 ine: 

= Decarboxilarea oxidativa a acidului izocitric (20), cataliza ap pie, 
trat-dehidrogenaza, duce la formarea acidului alfa-cetoglutamic (22 


inerea acidului tarlro-succinic (21) ca produs intermediar. 
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ae PT a o iad Fă tk i = 
7 0000 E A olt N E 0 
A oH OH ; ; ; 

i HOCH, - C - = co- poe (2) : i 

OH . zN fe XA [i 
Bd je ra zh pilon) AE i 

-H203POCHp ee ~ CO. = CHoOH. (3) - 
i PANO i, Pai : 


| H203POCH2CHOHCHO (5) CHaINH2ICOOH (8). 
COOH CHoICHNHp)- CH2ICHNHA)- 


CHa- COPO3H2C00H19)-- Oe? Lg COOH . 
i HO we fii ae 


REGAL e . MADR, RATES OH A s Ua 
ie 
COCOOH 13) —=CHgCHINHD) COOH (14) 


axoasy|- C02-2H “{CH3 )2CHCH (NH2) COOH (15) 
- CH3COSKoA (16) {Crap CHCH> CHNH2COOH (17) 
Sa S: gane. T : 


Haccoon | posse 


HECOOH „= -HOCCOOH™ 
COOH (19) 222 H CCooH 
l H2CCOOH | HOOCCOCHaCO0H (30). ~ 
TIOR CA (eer ee À 
„HOHCCOOH i " HODCCHOHCH;COOH HOOCCHCH NH IcnOH 
„HOCOOH (20), as -© +H20 $ (29) tease 
H2CCOOH l HOOCCH= CHCOOH 3 | 
MORN | PENG) 2E I yee? | 
O=C CO0H (21) zei acu on HaNOCCHCHÍNH2JCO0 
HCCOOH NE 
H CCOOH Wes, 
_ H2C COOH O os 


Mina 100C chech,cocenr Oz- ii (26) 
N SAL ip 0 


— i 
Se. ae 
~ 
— 
— 
=. 


| CHaCOOPO3 Ha (4)  H203POCH2COHCOOH(6): - HOCHACH INU J COOH (7) | 


„“H3NOC CHaCHCHINH2)COOH(24) 
“Fig. 92: Degradarea aerobă a D- xilozei si biosinteza aminoacizilor și proteinelor. i = 
f 


Prin pF mt pete si Vera ibani larei acidului alfa- cetoglutamic (22) 
se formează cofermentul A-26, cu participarea fermentului alfa- -cetoglutamit 
al dehidrogenazei. Formarea acidului succinic (2 7), are loc sub acțiunea suc 
cin-acetilchinazei. Aceasta se deshidrateazi.sub acţiunea succinat dehidro- 
genazei, cu formarea eeni fumaric (28) care trece în acidul L-m Si sub 


60 = 


actiunea fumarat-hidratazei. Acidul L-malic sub acţiunea malat-hidrogena- 
zei formcăză produsul finit al ciclului. Krebs, oxalatul acidului acetic (30). 
Atomii de hidrogen desprinși din combinațiile (20, 22, 27 şi 29) formează 
apă prin intermediul unor -protoni, ce intră în ciclul purtător, care întră în 
ciclul respirator: °° 7) 
© Procesul de respiraţie aeroba are. loc cu eliberarea unei cantități insem- 
nate de energie 2,8—3,0+102 kJ/mol glucoză. O parte din această energie este | 
preluată de mediul de cultură, iar o parte este acumulată si consumată de 
microorganisme . în reacţiile chimice de sinteza la nivel celular. , 
În procesul. de biosinteză a proteinei din hidrafii de carbon un rol impor- 
tant îl au acidul glutaminic și asparaginic. Din schema prezentată se vede că . 
acidul glutamic (23) se formează ca rezultat al aminării acidului alfa-ceto- 
glutamic (22). De asemenea, se sintetizează glutamina (24). Intermediarii 
acidului asparaginic (31) si asparaginei: (32) sint acizii fumaric (28) şi oxal- 
atacetic (30). Acidul alfa-acetogluta mic este de asemenea. un produs inter- 
mediar al lizinei (25). topit „dl de Mi si at a 
În schemă se ilustrează Diosinteza acizilor monoamiuo-carkoxil:ei-serina 
(7), glicina (8), alanina (14), valina (15), leucina (17). Aminoacizii ciclict 
tirozina (11). si fenilalanina (12) se formează prin intermediul acidului (10) 
din acidul fosfofenil-pirotartric. : i a E 
Sinteza aminoacizilor cu utilizarea purtătorilor. de azotat decurge prin 
eliberarea ionilor de hidrogen; ceea ce duce la acidularea mediului de cultură. 
in procesul de fermentare. pi es a 
Procesele de biosinteză a aminoacizilor şi proteinei decurg în trepte, 
sub. acţiunea fermentilor specifici. 


3:6.3.2. CUVELE DE MULTIPLICARE, 
metabolismul drojdiei revine aerării 


corecte, Aceasta influențează- direct randamentul, atit prin intervenţia in 


AT : Mire te i si antrenarea subprodu- 
finteza masei celulare, cit şi prim agitarea mediului și antrenarea sub] 


selor volatile. Cu-cit. dispersia este mai fină şi concentrația de oxigen din plă- 
| jenta procesului. Există o corelaţie între 


madi mai mare, cu atit creşte eficient 
5 2 A? da SG Ec s x 

consumul specific- de oxigen şi viteza de dezvoltare a drojdiei redata prin 

relația (Mincinicopschi, Kathrein, Teodoru, 1987) : 


Ol! importanţă deosebită pentru 


Dis KBs | (218) ` 
Ko + Ty K 


p A BP n 


in care: p este consumul specific de oxigen ; Pm — consumul “a saddle 
de ox'gen; B — cantitatea de drojdie din sistem ; x — viteza igh a ate 
drojdiei ; Ty tensiunea de oxigen in sistem ; K, — constanta lui site yaelis 
(2,84-10-1 M); Ky — constantă. ine 

Cu cit bulele de aer sint mat mici, respectiv sup! 
plimada: este mai mare, cu atit scade consumul specii e ( 
de contact influenţează de asemenea eficienţa ESERDE ane ea es 

De funcționarea corectă a aerării depinde in precy tisa pr 
cesului de multiplicare, pornind bine înţeles de la premisa că se ază 
cultură adecvată și cu un mediu nutritiv ales corect, AREI T 

Sistemul de multiplicare industrială a drojdiilor ginea , ş : 
"funcţie de forma; volumul și sistemele de aerare a te pe 
Numeroşi. autori au prezentat descrierea diferitelor cuve ¢ 


a drojdiilor (Kretzschmar, 1964, Andreev, Brinzgalov, 1969, 
1975, Holkin, 1989). 5 


afata de contact cu 
le oxigen. Durata 


* multiplicare 
Rozmarin, 
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Tabelul 49 prezintă caracteristicile celor mai cunoscute sisteme indus 


- triale de, multiplicare. - 


Per: a a 23 ë a Tabelul 9 
Caracteristicile celor mai cunoscute sisteme industriale de multiplicare. 


(fagusch, Schonherr, 1972). = 

a ah : ETOS Consum specifie 
Sistemul de aerare . -` kg drojdie a.u./m*-h | de energie electrică 
Te me cică inc? i Bee > kWh/kg? drojdie au. 


Vogelbusch 


3—4 0,45—1,0 

-Lefrancois + 17 7 A 223 0,45— 1,0 
Waldorf aT, A TERS 0,80 — 2,3 

_ Pompe Mamut + DSS, 1,00—2,0 
‘Jet scufundat 7—8 0,35—0,5 


~ > Cuva de-multiplicare sistem Vogelbusch. În fig. 93, se prezintă: construcția 
unui lin, sistem Vogelbusch cu volumul de 250 m?. Aerul se introduce prin axul 
central şi apoi prin paletele elicoidale, perforate, situate la fundul. vasului 
(densitatea găurilor 10 000 găuri /1 000 cm, suprafata cu diametrul de 2—5 mm 
cu creșterea densităţii de la centru spre periferie). Presiunea de lucru a 


* 7SOrot/min 


ene 


le Fig. 93. Construcția: cuvei de multiplicare sistem Vogelhusch : 
1 — corpul aparatului; 2 — distribuitor de aer, Vogelbusch ; 3 — căuş 
„pentru colectarea spumei; 4 — dezintegrator ; 5 — separator de gaze; 
6 — exhaustor pentru bioxid de carbon; 7 — serpentină ‘de răcire; . 


& — reducător. 


-.: K E i - 


182 


aerului este de 6 000 mm coloană apă. Viteza axului este de 27—55 rot./min, 
iar puterea motorului este de 20 kW. Înălţimea lichidului în aparat este de 
20—2,2 m. Pentru spargerea spumei se foloseşte un sistem special de recir- 
culare care constă in colectarea acesteia pe sub capacul linului si atragerea ei 
prin intermediul unor. dezintegratoare exhaustoare (4), într-un vas. separa- 
tor (5). Aerul separat. cu un ventilator (6) este evacuat în atmosferă. Dezin- 
tegratorul reprezintă un tip: de moară cu ciocane, acționată de un motor de 
30 kW (750 rot./min). Uneori dezintegratorul este înlocuit cu o cușcă de ve- 
veriță de 1400 mm diametru si înălțimea de 1000 mm; ea se montează 
pe un ax exterior separat, rotindu-se în sens invers (70—100 rot./min) de 
la un motor cu o putere de 55 kW. Pentru o mai bună omogenizare, se mon- 
tează suplimentar un rînd de palete între elicele barbotoare şi cusca de ve- 
veriță. | | 

-Cuva de multiplicare sistem Waldhof. Este prevăzută cu un ax gol de 
irimitere a aerului, refulat de o roată cu braţele curbate (roată Segner), 
o stea tubulară curbată ce se.roteşte cu. 320 rot./min, acționată de un motor 
de 125 kW (fig. 94). Aerul este împins prin aceste tuburi curbate cu diametrul 
de 70 mm şi. dispersat. Pentru asigurarea circulaţiei fn) cuvă se fixează 
la 600 mm înălţime un cilindru director (3), care asigură fluxul pe jos, dinspre 
interior pe sus. Colectarea se face pe jos printr-un stuf lateral. Răcirea este 
asigurată de o serpentină (4). Nivelul lichidului în cuvă este de 1,7—1,8 m, 


shy 
1 I3 
eaf li 
— — ae 
‘coe Lae 
| = =T le? 
ws a 


> |i La separare 


AU 


-Must 


i Pest i ipli zig. 95. Construcţia cuvei de multiplicare 
Fig. 94. Construcţia cuvei de multipli- - Fig. 95. Co Co pese 


care sistem Waldhof : F pag 

1 — corpul aparatului; 2 — tuburi dis” ~ 1 — corpul aparatului ; 2 — ide de ei 

tribuitoar A aer ; 3 — cilindru culare i 3 — colector de pa ; saias 

irect, + ae tură i ie reduc- pător de spumă; » — lum nare ; 
ctor; £ — serpentină; 9 — L ; 6 — conductă de evacuare. 


„tor, . 
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li tt SUC iii AEG MEE PICTOU 2a ——A00/g. Aceasta cuvă este 
recomandată pentru funcționarea -pe leşii sulfitice cu*continut mărit de zaha= . 
ruri. Consumul: de acr este de 6 m/h, cînd se lucrează cu must de concen- 
thatre Maică tă (3,7979 See DR ui a eke Lp 
€uva de multiplicare Scholler-Sidel. Este redată în fig. 95. Circulația 
suspensiei de -drojdie se realizează prin admiterea concomitentă ‘a aerului, — 
cu ajutorul a 12 ţevi de recirculare (2) cu diametrul de 350 mn, fixate jur- 
împrejurul cuvei. Cuva are un volum de 200 m? şi un raport D/H = 1,0—2,5, 
În interior se găseşte uri capac colector de spumă (d) şi un tub de evacuare 
a spumei prin spărgătorul de spumă - (4).: Suspensia este aspirată Ja fund de 
"ţevile de circulaţie si cu ajutorul uno: duze de 'aer-lumînări Seidel (5)'se tri- 
mite în sus, se imbogateste în aer și se reîntoarce în cuvă. Tot în. aceste 
țevi se trimite mustul proaspăt, caré se amestecă intim cu suspensia de drojdie 
si aer. O-parte din spumă colectată prin (6) se transformă prin spargere in 
suspensie lichidă de, drojdie in centrifuga Klaus (4) și: se "trimite la: separare. 
„Aerul este refulat la o presiune de 6 000 mm coloană apă. Ţevile. de re- 
circulare pot fi deconectate separt fără a opri cuva. Nivelul lichidului: este 
30% din înălțimea aparatului. Răcirea se face liber prin suprafaţa exterioară 
sau prin stropire cu apă. FTL ie piei Be A oe S 
Productivitatea cuvei este de 18—22 m? must/h (3—4 t/zi drojdie), 
Firma Attisholz (Elveţia) posedă cuve de 250 m: capacitate, care pot prelu- 
“era 1000—1 200 m? pe zi must (5 t/zi drojdie). Consumul de aer este de 
5 000 m?/h, iar consumul de energie este de 150—160 kWh. Durata fermen- 
„tării este relativ mică, reprezentînd 2,5 ore. le: ee 
Cuva de multiplicare Lefrancois-Mariller. Este! prezentată. in. fig. 90, 
Principiul de funcţionare se bazează pe refularea aerului trimis de:o: suflantă, 
care formează cu lichidul o emulsie. Spargerea spumei se face sub greutatea 
proprie, datorită înălțimii însemnate a aparatului. Prin. trecerea. aerului in 
partea inferioară a cuvei se formează o masă: dispersată care se ridică prin 
TA interiorul difuzorului central (2). O parte 
«din aer pleacă prin spargerea bulelor pe 
sus, o altă parte se reîntoarce cu spuma 
prin exteriorul. difuzorului,.spuma-reluind 
circuitul prin interiorul difuzorului (2—3 
rot./min).. Se realizează astfel, unifor- 
mizarea mediului nutritiv si. contactul 
- maxim al acestui mediu cu acrul.- 
Cuvele industriale au înălțimea: de 
12—15 m (înălțimea spumei. este de 
10—12 m). Lichidul staționar are o înăl- 
time de 3,4 —4,5 m. Presiunea suflantei 
este de 6000 mm coloană .apă. Răcirea 
„se face prin pereţii difuzorului şi prin 
stropirea exterioară a pereților cuvei. 
Productivitatea cuvei este de 
pă | SATT 4,0—4,5 t/zi drojdie. Necesarul de aer 
Fig. 96. Constriictia cuvei de multipli- este de 18—20 m3/kg drojdie. Acest tip 


~ =: Care, Le francois Mariller :- de cuvă- este recomandat pentru prelu- 

-1 — corpul aparatului; 2-— difuzorul lactilar nig, Pele sah 2 es e 

director; 3 — cuva distribuitoare de. Lo ke leşi ilor sulfitice 3 eziduale diluat 
aere a ESTS% substanţă reducătoare), .. 


* 
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Fig. 97. Construcţia cuvei de multiplicare tip acr-lift, * 


Cuva de multiplicare en\aer lift: Este prezentată în fig. 97. 

Acest tip de cuvă (V = 500 m?) prezintă avantajul antrenării suspensici 
le drojdie în curenți de circulaţie internă cu o bună omogenizare. Acest tip 
le cuvă nu are elemente mecanice. de agitare si spargere a spumei. În scopul 
mbunătăţirii schimbului aer-lichid, deasupra ` difuzorului se fixează sicane | 
le ghidaj a spumei care-iese din difuzor. Aerul trimis de o suflantă intră 
ntr-o conductă centrală în sistemul distribuitor de la fundul aparatului (0. 
antă inelară) cu o viteză de 20—25 m/s (presiunea la intrare este de 4,0—4,5 m 
oloană apă). Spargerea: spumei-se face pe seama greutății proprii. 

_ Raportul D/H este de 1:2. Răcirea se face prin pereţii difuzorului si 
rin pereţii exterior. “hiss are wile l 

În scopul creşterii productivității și perfecționării tehnologiei de fabri- 
are s-au adus în ultimul timp o. serie de îmbunătăţiri la cuvele de multi- 
licare a drojdiilor. Perfectionarea cuvelor de multiplicare aer-lift vizează 
Mtensificarea proceselor de schimb aer-lichid prin dotarea cu dispozitive 
iultizonale: de distribuție a aerului. — FE. | 

Cuvă de multiplicare cu sistem multizonal de distribuţie a aerului, 
Ste prezentată în fig. 98. Aerul este introdus prin conducta 5 în aeratorul 10, 
u o viteză de 20-225 m/s, unde intră si mustul de alimentare prin conducta 6. 
Mestecul aer-lichid cu densitatea mică (300—500 kg/m?) pătrunde în difu- 
Tul circular 7, montat peste cuvela de distribuţie a aerului. Datorită dife- 
nfei de densitate, amestecul se deplasează in sus. În partea de jos a difu- 
ului Pătrunde mediul mai dens, care se află între corpul cuvei și difu- 


are. În acest mod se realizează circulaţia permanentă a lichidului (efectul 
T-lift), sve aye 
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Fig. 98. Constructia cuvei de multiplicare cu sistem multizonal de 
> 3 = distribuţie a aerului: 
1_— filtru pentru purificarea gazelor eliminate; 2 — dispozitiv de 
stropire cu apă; 3 — deflector; 4 — corpul aparatului; :5 = con- © 
- ducte; 6 — conducte pentru mediu nutritiv; 7 — difuzor ; 8 — manta - 
“de răcire; 9 — manloc; 10 — aerator; 11 —.stut de eliminare; 
12 — stuf de eliminare a suspensici de drojdie. 


Căldura excedentară degajată în timpul procesului de multiplicare est 
evacuată din cuvă prin intermediul apei de răcire care circulă prin mantau 
celor opt difuzoare cit si prin stropirea exterioară a cuvei. 

Cuvele cu un volum de 1250 m? au opt difuzoare. d 

in practică se folosesc aparate cu 1, 4, 5, 8, 9 difuzoare. O dată cu cre 
terea numărului de difuzoare pînă la 8—9, la un consum de aer de 18- 
20 m?/h, capacitatea de producţie a unor astfel de aparate creşte de la 12- 
15 ţ/zi la 20 t/zi. Creşterea consumului de aer pînă la 40 m*/h permite cref 
terea capacităţii pînă la 25 t/zi. RC dei a i 7 

Cuve de multiplicare cu sistem de distribuție a aerului dispersat (fig. 99) 
“Aceste cuve au cea mai ridicată productivitate. ; | 


ABB . 


Fig. 99. Construcţia cuvei de multiplicare cu sistem de distribuţie a ac- 
3 rului dispersat : 


1 — conductă de acr; 2 — conductă de circulaţie; 3 — colector de 
| acr; 4 — colector de mediu nutritiv. 


„Principala particularitate a acestei cuve este aceea că aerul alimentat 
Prin conducta 7 cu ajutorul colectorului 3, se distribuie uniform în 12 conducte 
© circulaţie -2 de tipul -aer-lift amplasate pe circumferință, ceea ce duce la 
Ormarea unui număr corespunzător de fluxuri de circulaţie. Conductele aer- 
litt Sint dotate în partea superioară cu deflectoare și se răcesc prin manta 
de tipul conductă în conductă. Mediul nutritiv se introduce prin colectorul 4 
in deratorul fiecărei conducte de circulaţie, unde se dispersează cu formarea 
pini amestec de aer-lichid. Pentru această cuvă este caracteristică suprafaţa 
‘ita de contact a fazelor gazoase şi lichidă și ca urmare are loc o viteză 


E dizolvare şi un coeficient de sorbție mai mare a oxigenului, Acest tip 
( Y aaa A 6 6 ove 
© cuvă permite prelucrarea substraturilor cu un conținut mărit de substanţe 


gt. | o 87 


reducatoare totale (2 9% SRT faţă de 1,2—1,6% SRT cît se utilizează in 
mod curent). La un volum del 250 mn’, acest tip de cuvă < asigură o producție 
zilnică de drojdie de.pina la 25 t, la o productivitate specifică de 2,5—3,0 kg 
drojdie/m2-h. Cons a. dev aer este de 28 m3/kg drojdie (tabelul 50). 


4 


T căelul 50 


“Caracteristicile tehnice ale cuvelor de natie ieare, dotate cu diverse ajfteme 
de distr ibutie a aerului 
Life pea ey al (Holkin, 1989) 


: ; “Sistemul de distribuţie a aerului 
Parametrul PAUMS 
R . | | Unizonal | Cu dispersare Multizonal | 
Volum total = mè- Je 2.600 “| ELAO S i 1 300 
Volum. de lucru ; PESMI =) 200 180—200 . 400 
Număr de dispozitive uy l me, = wey „aa 
de dispersare — i AG EAS TATA ER S 
Debit de alimentare a Te 
cu must: l-a nes | =- 60 gai" 120 
Producţie drojdie ogden” Vl Zi 8 l lta tig og 20 
Randament specific i E d 
-în drojdie n kg/m- h 1,0: N A = Efi Sani hee 1,6 _ 
“Substanțe feducătoate! EE i i Pe 
existente. în must- > . kg/h 725 la 759 7 "11 0005 
Consum acr : Mit Sze N . RA : f * 
— total ` m3 /h 8—10. 10 | = 18—20 
— m/kg drojdie au: = : i. PEA 27 
-— n/m? plămadă > h- ; ye) 45 be i; = 46. 
„Grad de utilizare a PAR, ~ i + 
oxigenului =~- > EAn 8512. 0 12—15 10 
Coeficient’ de sorbtie f ~~. nee 
a oxigenului | kg O2/m3>h 1 6 A Pet Pa "2,0 1,6 
Consum de energie ie | ee SP ais Saad ee Ok 
“electrică”: - z 1,8. 05078 0,9 
— kWh/kg drojdie : zi et 00 Deh Fa j 
— kWh substrat | va Pre try aes Pa ln 1,1 


Actualmente sint în curs de PER cercetări; pentru realizarea unor 
noi tipuri de cuve de multiplicare capabile să prelucr eze substraturi cu Uh 
continut de 4 5% substanţe, reducatoare totale. 


3.6.3.3. MODELAREA MATEMATICĂ A PROCESULUI DE MULTIPLICARE 
„ CONTINUA A DROJDIILOR 


Unul dintre cele mai cunoscute aeons de aplicare ale metodelor din 


mice este modelarea. matematica a proceselor de creştere a Dopulațiilg de 
celule. - 


În cazul: modelelor de creştere. a populațiilor de celule, ca variabile dt 
namie’ se folosesc alături de concentrațiile de substanţe organice si anorg% 
nice (substrat, enzimă, produși) și concentrația biomasei (masei celulare); 

Acest concept poate fi folosit cînd numărul de celule este suficient d 
mare. A doua caracteristică impor tantă este că demersul care duce la m0 
-delul matematic este semiempiric, adică se folosesc pe larg unele legi empirice 

Modelele de creștere a microorganismelor se descriu în funcţie de de 
pendenta vitezei specifice’ de creştere şi factorii mediului înconjurător (con 
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ventratia substratului S, inhibitorilor Z, activatorilor.A,, volumul mediului V, 
durata-£ etc.) $i de rezultatele activităţii de viaţă a acestora (concentraţia 
in biomasă x, produşi inhibitori p, virsta şi uniformitatea fiziologică a popu- 
Milor etc.). i eee fe. 7 vie 
„m general, sînt recomandate numeroase modele matematice de tip: 


Bee aro pet al are e Ue al 
unde :: i TA Men E ass 
-u este viteza specifică de creștere a drojdiilor, n”; 


d Jæ | 2 s . Fi ay. i 
u = sa a) t — durata, în ore. gp (219) 


Mărimea u este un important parametru cinetic deoarece. el caracteri- 
zează viteza de creștere a fiecărei unităţi a biomasci. 
Viteza de formare (creştere) a: biomasei, in kg/h, este: 


| Rp = dejdt = pe. | (220) 
Viteza de transformare a DEALA in kg/h, este: | 
Sige Rs = S/d = aSux , A KE 21007) 
unde as este coeficientul de consum. al substratului, in’ kg/kg; wy: 
PAIE ie E Pr Pi P E anes) 


unde: S, > S, concentrațiile substratului la intrare și ieşirea din fermen- 
ior, in ‘ko jms; PR a ae ee AA . 
Randamentul in biomasă y (coef.cientul economic) se determină în ra- 
port cu substratul cònsumat:: ` : > i : 
v 


of 


ee (223) 


yi 
Y So= S as 


In industria drojdiilor furajere, randamentul, în 9%, se determină în 
raport de substanţele reducatoare. totale utilizate : | 


y = («/ACspr)-100 ERT o 


unde : Copy este diferența dintre concentrația în substanțe reducatoare to- 
tale în mustul de alimentare și concentrația în substanțe reducătoare totale 
din borhot, ` i i A Ale ee ‘ 
* La cultivarea unor tipuri de drojdii furajere productive, se poate ajunge 
a randamente de 55— 60%, faţă de substanțele reducătoare totale. : 
Substratul asimilat AS = S, — S 6ste utilizat pentru formarea biomasei 
‘Sy si pentru menţinerea viabilităţii microorganismelor AS. În aceste con- 
itii, randamentul y se poate serie: A pă 


fa. k u = 
fe set [eg Ack Arată | (025) 
| XT y AS, -}- AS m ; 


d 3 pA“ 5 ` r FI 
Consumul de substrat pentru menținerea viabil. Lăţii microorganismelor 
este de 0,03 kg SRT/kg drojdie s.u., pentru un ciclu de fermentare de Să ore, 
„Activitatea fiziologică a drojdiilor” q, se caragterizează prin cantitatea 
de substrat AS utilizata pentru o unitate de biomasă Ar, in unitatea de timp. 


= . 


AREENA (226) 
; Aa 


Creşterea biomasei- depinde de cantitatea de substrat asimilat, astfel: 

i Ar = {(AS).. (227) 

~ Cu creșterea concentraţiei substratului So, viteza specifică de creştere a 
drojdiilor u se mărește pînă la valoarea maximă, paz, după care începe să 


“scadă. Pe baza principalilor parametri. se poate stabili bilanțul de materiale 
la producerea biomasei : 


„deal = Vro + p(S, Crj — vx (228) 
unde: v dv/dt este viteza de modificare a concentrației biomasei ; 
Vă, — Viteza de formare a biomasei ; | ` 
xo — concentrația biomasei în plamada; | 
vz — viteza de evacuare a biomasei din fermentator ; 
vdS/dt = vSa — au(S, x, Cr)vz — wS (229) 
unde: v dS/dt este viteza de modificare a concentraţiei substratului ; 
— vS, — viteza de alimentrae; N A IP 
— u(So x, Ci)vX — viteza de utilizare a substratului de către drojdii; 
— vS, — viteza de evacuare a substratului. ea 


Dependentele cinetice permit determinarea principalilor parametri de 
lucru ai fermentatoarelor, in cazul cultivării continue a drojdiilor asporo- | 
. gene : viteza de alimentare v, pentru un anumit volum V al fermentatorului; 
productivitatea aparatului G; concentrația in biomasă x si substrat S; ran- 


damentul în. biomasă y. | | 
“Pentru stabilirea dependenţei vitezei specifice de creştere a microorga- 
nismelor u, față de substratul limitat S, sau de produsii inhibitori p, s-au 
„propus o serie de modele cinetice, modele derivate de la ecuaţia lui Monod: 


S 
=m (230) 
CME e 
unde: um este viteza specifică maxima de creștere a drojdiilor ; | 
Ks — constanta care corespunde concentrației substratului cînd p= 
= 0,5umaz P ; i i 


= Prin folosirea acestei funcții, relațiile din dinamica- populațiilor de mi- 
croorganisme unicelulare sînt analoage cu relațiile din cinetica enzimatică. 
Acest lucru nu este întîmplător, la baza activității celulare avind reacțiile 
enzimatice. SSA A i | j 

= Neajunsul principal al modelului Mono d. este că nu ia în conside- 
ratie inhibarea. de către produsele de metabolism, inhibarea de către substrat, 
ete. (Stanciu, 1975). A iu ei a 

Pentru stabilirea influenţei asupra vitezei de fermentație a produselor 
"de. metabolism, se folosește ecuaţia Monod-lerusalims ki: 


bip > e | - (231) 
(Ks + SU + PIK) 


u = Umar 
unde: p este concentrația inhbitorului ; - Pees 


K, — constanta care caracterizeaza reducerea vitezei de crestere da- 
`- torit& produselor de metabolism. ; 
„Valoarea umas Se determină pe baza modificării concentraţiei în bio masă 

în unitate de timp, în faza exponențială de creştere. 
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In furmyenbatoanele industriale, cultivarea continuă a drojdii lor, in con- 
ditit staţionare, are loc la: a, S, ie constant, Vo = = V, iar concentraţia 
substratului în finalul procesului trebuie să fie minimă (S — 0). 

“cuaţiile 227, 228, 229 pentru un proces staționar (Vda/df = 0, VaS/ 
df = 0) și la o concentraţie inițială în biomasă permit calcularea valorilor 
pentru; concentrația in biomasa 2 şi ale substratului S. 


1 KD ae 
x = —|S, — |; 232 
‘ as | ° Hmaz — =| fs i ( ) 
h sD 
Se ct e 233 
Umaz — D ( 


unde: D este viteza de alimentare (debitul de alimentare sau de ieşire din 
fermentator) ; 


n teea - ` (234) 


unde: t eae durata piei de fermentare, h. 


Prin creșterea duratei / (3—4 ore în timpul fer ete continue) creşte 
si valoarea AS. La cultura continuă cantitatea de biomasă evacuată x tre-_ 
buie să fie compensată de creșterea biomasei : 


= Dr sau p= De 


Această egalitate reprezintă o condiţie iniportanta pentru un proces 
staționar de cultivare continuă a drojdiilor. } 7 


La u > D viteza de creştere a drojdiilor este mai mare decit viteza de 
alimentare si în acest caz drojdi le nu sînt asigurate cu cantitatea necesară 
de substrat.: La u < D viteza de alimentare este mai mare decit viteza de 
creștere a drojdi lor și în acest caz drojdiile nu pot asimila .în întregime za- 
harurile, crescind valoarea conţinutului de zaharuri reziduale (S). Cu creş- 
terea valorii S se mărește și valoarea uv. Și procesul intră într-un nou regim - 
staționar. Un indicator important care caracterizează procesul de cultivare 
continuă a drojdiilor este productivitatea culurii (sau productivitatea specifică 
a cuvei de multiplicare), G, care se exprimă in kg drojdie/m*-h : 


Gf DM DIS S). | (235) 
La D=u; 
-G = uz (236) 


Productivitatea maximă a fermentatorului se calculează pe baza valori- 


~ 


q optime ale vitezei de alimentare, Dopp de concentraţia substratului Sopi 
a bioran opt (Holkin, 1989) : 


Dopi E F JEI + So) ; (237) 
Sopi = K s(1/ YKK s + So) — 1); (238) 
Fave a(S (Se + RKs + Ky) (239) 


1 ha condiţiile cultivării continue la D = 0,2—0,3 h™, Csrr = 1,2—2%, 
X = 7—10 kg/m’, drojdiile selecţionate productive au o productivitate: de 


2—4 kg/m3-h: În mod obişnuit policulturile de drojdie dau o productivitate 
de 1—2 kg/m? h. 
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| 3.64. SEPARAREA ŞI SPĂLAREA DROJDIILOR FURAJERE 


În decursul procesului de multiplicare a drojdiei, datorită prezenţei = 
unor substanţe tensioactive în mediu și a contactului dintre: masa proteică 
fină a drojdiei cu aerul, apare o tendinţă puternică de spumare. Premergă- 
tor separării şi spălării drojdiilor furajere se realizează dezemulsionarea emul- 
siei cu drojdii, fază absolut necesară deoarece prezența spumei în masa de. 
lichid conduce la scăderea randamentului separatoarelor centrifugale şi la 
pierderi de drojdie. = tig ; | | 
Distrugerea emulsiei,,. respectiv dezemulsionarea, poate . fis accelerată i 
atit. prin metode fizice cit si prin metode chimice. Dezemulsionarea este de- 4 
pendentă în principal de capacitatea de spumare a substratului supus multi- > 
SPUCAT <~ y=; i ; l pii: a. me 
„Studii complexe privind capacitatea de spumare a diverselor substratum 
utilizate în cultura. drojdiilor furajere au fost efectuate de Herczegh 
(1991), =B : 
„ Tabelul 51 prezintă comparativ capacitatea “de spumare a diverselor 
substraturi- utilizate pentru multiplicarea drojdiilor furajere. (prehidrolizatul 
„din fag, soluţie sulfit de amoniu din fag, soluţie sulfit de calciu din rășinoase), 


Tabelul 91 | 


Capacitatea de spumare a diverselor substraturi pentru multiplicarea drojdiilor | 
1h furajere, funcţie de conţinutul de substanţă uscată | să 


‘ 


“Capacitatea de spumare, K 


Soluţic sulfit de 


“Temperatura, |. Conţinut în s.u., 
a o : 
calciu din rășinoase 


CI tit JA Prehidrolizat “ Soluţie sulfit 


din fag — de amoniu din fag 


20 0,5 1,50 
50 0,5 ads 4 - 
80 | -0,5 f i852" 

. 20 A Olga 750 A 
50 STRONG 1,82 
- 80 : 1,0. mL. 2.00 
20 Aa Dă 180 
50. 15 1,95 
-80 15 n 005 Be 


20 4) 2,15 
50. 2,0 2,35- 5 
80° DO - 2,55 5,80 . 
NOU SNE Aa 
„20 pen a DDB Cs HOU RE n 
50.. ha EaD ; 5,00- 
80 up ie 2,55 ai 5,75 
A ERIN GU) o N n ES I eal (ae eer 
200 5,0 ` se 42730 — $520 
50 we | 5,0 2,50 5,60 
Catia "ga pe > e 4540 2,75 6'00: 1 
420 ‘Ne 10,0 ; 
50 - 10,0 
80 10,0 


boo 
OO 


‘unctie de conţinutul de substanţă uscată și temperatură. Din datele prezentate 
in tabel constătăm că soluţiile reziduale din lemn de foioase prezintă o capa- 
tate de spumare superioară soluţiilor reziduale: din lemn de rășinoase, 
capacitate care creşte cu temperatura. j | ş 

Dintre metodele fizice de dezemulsionare~cele mai importante sînt: 
— trecerea unui curent continuu: sau alternativ prin spumă (metoda 
Cotrell) ; e n 

— filtrarea si centrifugarea spumei ; 

— supunerea unei operaţii de curgere pe un plan înclinat, al cărui unghi: 
se determină în funcţie de stabilitatea ci; eS 

Metodele chimice de dezemulsionare se bazeaza pe folosirea antispuman- 
iilor. Antispumantii acţionează sub formă de pelicule pe suprafaţa lichidului 
sau se amestecă cu plămada, micsorind tensiunea superficială a acesteia. În 
prima categorie intră uleiurile vegetale, iar în a doua antispumantii sub forma 
de uleiuri siliconice, hidrocarburi -parafinice, alcooli si acizi grași superiori 
(Cop —Cog), .ciclohexan, tricloretilenă. m] DE l 

Indiferent de modul cum se face dezemulsionarea, fizic, chimic sau com- 
binat, pentru fabricarea drojdiilor furajere este absolut mecesar ca întreaga 
cantitate de spumă să fie eliminată din sistem. 

Figura 100 prezintă- fluxul tehnologic de dezemulsionare, separare “si 
spălare a drojdiilor.. Rey ae AA f 

Operaţiunea: de separare a drojdiilor se realizează cu ajutorul. separa- 
toarelor centrifugale de turație mare (4 000—5 000 rot./min) cu talere. 

În treapta I separarea se face cu patru separatoare, dintre care trei 
sînt în funcţiune, iar al patrulea este în rezervă. Crema de drojdie rezultată 
în urma. primei separări este colectată într-un rezervor prevăzut cu un agi- 
tator tip elice, în care se face spălarea cu apa rezultată la separarea a III-a. 
Instalaţia este prevăzută cu două rezervoare de acest tip, colectarea în ele 
tăcîndu-se alternativ. Borhotul rezultat la separarea I este evacuat la canal, 
după ce în prealabil a fost neutralizat sau poate fi utilizat la fabricarea pro- . 
dușilor lignosulfonici sau la diluarea mustului pentru fermentare. 

Crema de drojdie obținută la separarea I are o concentrație de 4,5 —6%, 
Cantitatea de apă necesară primei spălări se calculează, în funcţie de concen- 
tratia side volumul cremei de:drojdie colectat, pentru ca în final să se obţină, 
după prima spălare, o concentraţie în. drojdie de 1,8%. 

După efectuarea primei spălări, se trece la separarea a II-a, care se face 
cu trei separatoare, unul din acestea fiind de rezervă. Crema rezultată la această 
separare este colectată într-un rezervor şi spălată cu apă curată, sub o pu- 
ternică agitare, ca și în cazul primei spălări, pînă cînd pasta rămine cu o 
Cons'stenta de 4%.-7 4 ry i 

Amestecul de borhot şi apă rezultat la separarea a II-a este evacuat 
direct la canal, avînd în cazul lesiilor sulfitice reziduale un pH = 6,5 şi un. 
conținut în substanţă uscată -de 15—18 g/l, ceea ce il face inapt pentru va- 
lorificarea ulterioară. pee - 

Drojdia spălată, avind o consistență de 4%,. este trecută la separarea , 
a III-a, care se execută cu. aceleaşi separatoare cu care se face şi separarea 
a II-a, aceste separări facindu-se alternativ. Apa de la această separare, deși 
conține drojdie în proporție de 0,8—19%,, este recirculată ca apă de spălare 
după separarea I,- Ep ni | 
| Crema colectată în acest caz trebuie să aibă o concentraţie de 12,54+5%, 
Pentru a nu se produce dereglări în procesul de iradiere şi evaporare. 1 
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“tării cu aer a celulelor de drojdie. Flotarea realizează separarea drojdiilor prin 


“FERMENTARE | 
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Fig. 100. Fluxul tehnologic S dezemulsionării, separării si. spălării droj- 
, -diilor. 


Dacă: serene procesului de: spălare iu se os ata corect, atunci, M 
pasta de drojdie de la.separarea a III-a, rămîn cantităţi apreciabile: de ligno 
sulfonati, care duc la obținerea unei drojdii. cu indici calitativi scazuti. De 
asemenea, lignosulfonatti prezenţi in drojdie îi schimbă gustul, iar conţinutul 
de proteine scade, diminuind astfel valoarea nutritivă a drojdiei. 


În ultimul timp, în practica separării drojdiilor, se foloseste metoda flo- 


> PM Ca plămezii cu ajutor ul aerului (prin aerare). 


„Capacitatea de flotare a drojdi. lor depinde de substanţele tensioactive : 
at lichid, de conținutul de apă liberă si legată. în drojdii, de conținutul de 
ioni-de calciu (pentru specia Candida utilis) şi al polizaharidelor (pentr u specia 
Candida tropicalis) din celule (Rozmarin, 1970, Usatova, 1974). 

„S-a constat că tipul drojdiilor influenteaza capacitatea de flotare a aces 
tora. Astfel, in seria Candida scotlii, Candida tropicalis Candida utilis, Zig 
phbospora marxiana, capacitatea de flotare scade de la 100W pentru: primul J 


5 


194 


„150grl 160 -2C0gfi 
i LR A pac, VOTE, 


“pu Spensie 
ingrosata 
3 la evoporare 


Borhot pentru obtinerea 
„concentratelor lignosulfonice - 


i Y = j- y 4 | 7 © 
Fig. 101. Schema’ tehnologică de separare a drojdiilor din plămezile pe bază 
f rat į de soluții sulfitice reziduale: . : 
"1 — flotator; 2 — grupa I de separare; 3 — colector de suspensie de 
drojdie; 4 — grupa a II-a de separare; 5 — vas tampon; 6 — pompă de 
injecție cu apă; 7 — grupa a III-a de separare; $ — pompe. 


tip, la zero pentru ultimul tip (Bobarenko şi: colaboratorii, 1973). Această 
capacitate de flotare diferită a fost corelată cu conţinutul de polizaharide şi - 
de chitină din membrana celulelor de drojdie. 

În fig. 101 se prezintă o schemă tehnologică de separare a drojdiilor. din 
plămezile pe baza de soluţii sulfitice reziduale, în care se face mai întii o 
concentrare prealabilă, trecînd plămada prin flotator. 

Plămada intra la separarea primară în flotator, după care suspensia de 
drojdie din cilindrul central al ilotatorului se trimite cu pompa la grupa întîi 
„de separare, de unde lichidul epuizat reunit cu borhotul de la flotator se tri- 
mite la prelucrarea pe concentrate lignosulfonice. Suspensia îngroșată trece 
în colectorul de suspensie pentru spălarea I, apoi la treapta a doua de se- 
parare, de aici lichidul epuizat se recirculă la flotator, pentru recuperarea 
drojdiilor, iar-suspensia după spălare intermediară se trimite la cea de a treia 
treaptă de separare. f | 


PI, 


3.6.5. CONCENTRAREA ȘI USCAREA DROJDIILOR 
~ FURAJERE 


Pasta de drojdie rezultată la separarea a treia cu un conţinut de drojdie 
de 12,5 +0,5% este pompata către instalaţia de evaporare, unde are loc creş- 
terea concentraţiei în drojdie la 244.1%. | 

Pentru evaporarea pastei de drojdie se foloseşte o serie întreagă de in- 
Stala{ii, cea mai buna fiind considerata aceea care asigură o temperatura de 
lucru de maximum 70°C. Peste. aceasta limită există pericolul diminuării 
calitative a drojdiilor prin pierderea unei cantităţi importante din vitamina D. 

Sehema de principiu a unei instalaţii de evaporare este redată in fig. 102 
și se compune din următoarele : | 

_ un schimbător de căldură preîncălzitor care ridică, cu ajutorul abu- 
rului, temperatura pastei de drojdie la 70°C ; | 

— un plasmolizor prin care circulă pasta de drojdie la temperatura de 
70°C ‘si unde este menținută 3 min. Introducerea drojdiilor plasmolizate în 
evaporatoare exclude formarea de aglomerări ce influențează negativ pro- 


` cesul evaporării ; 


195 
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| „Fig. 102: Schema de principiu a concentrării drojdiei furajere : | 
‘I — preincălzitor; 2 — plasmolizor ;  — evaporator; 4 — instalaţie de iradicre cu raze 


— 


ultraviolete. 


şi care concentrează pasta de drojdie pînă la 24410. 


„— un evaporator, al cărui agent “de încălzire este de asemenea aburul „+ 


„De la instalaţia de evaporare, pasta de drojdie este pompată tai de. 


parte către instalaţia de uscare prin atomizare. Pasta de‘ drojdie înainte de a 
intra în schimbătorul de căldură poate fi trecută printr-o instalaţie deira- 


diere cu radiaţii ultraviolete, în scopul imbogatirii drojdiei în vitamina D. 


` Drojdia furajeră. are o cantitate apreciabilă dé ergosterol, care poate îi 


transformat în întregime în vitamina D, prin iradiere cu raze ultraviolete ` 
Prin metoda iradierii, se poate mări într-o măsură. însemnată continutul de. | 
vitamină în drojdiile furajere. Conţinutul de vitamine. dintr-un gram de drojdii 


" iradiate ajunge la 8—10 mii unități internaţionale. În: amestecurile. furajere 
pentru păsări se cere un adaos. de drojdii care să conțină 1.000 wis la 1g 
Substanţă uscată, iar pentru animale 100 ui. SEE 


3.6.5.1, INSTALAŢIA DE CONCENTRARE. 
Pra In. fig. 103 :se prezintă schema instalatiei. de. concentrare. 
„Pasta de drojdie de la instalaţia: de separare este colectată. în rezervorul J 
iar de aici, cu ajutorul pompei volumice 2, este trimisă în preîncălzitorul 3. 
n preincălzitorul..3 are loc încălzirea pastei de drojdie pînă la temperatură 
de 70°C, cu ajutorul aburului de la termocompensatorul 9, .Capacele acestui 
„condensator sînt sicanate astfel încît să. se reâlizeze:schimbările de ‘sens: ale 
circuitului de pastă de drojdie. După cum se poate observa din fig. 104, con 
densatul se adună la partea inferioară a preîncălzitorului. și de aici, printr-un 
racord, trece gravitational în“ condensatorul: de amestec a oe 
„Din preîncălzitor la tempetatura de 70°C, pasta de drojdie trece în plas- 
“molizorul 4 alcătuit din două corpuri montate în serie a căror lungime este 
astfel calculată încît pasta de drojdie să fie menţinută 3 min, timp necesar 
pentru realizarea fenomenului de plasmoliză, care constă în plesnirea mem- 
branelor: celulare din celulele de drojdie. rh SERIAIS -E 
După plasmolizor, pasta de’ drojdie: intră în evaporatorul: propriu-zis al 
instalaţiei 5, tot un schimbător de căldură, în care alimentarea. cu abur se 


face de la același termocompresor ca şi la preîncălzitorul 3: evaporatorul are. 


> 

însă la partea inferioară o cuvă separatoare. Pasta de drojdie se repartizează 

sub formă de peliculă subțire pe peretele interior al tuburilor de încălzire, 
astfel incit-apa se evaporă repede. | rr să | > F. 

Pasta de drojdie concentrată antrenează in separator si vapori de apă 

care, larindul lor, sînt ejectati de termocompresor. Consumul de abur al acestei 

instalaţii este: de 810 kg/h la o presiune de. 6 þar.. | -T 

Lřchidul concentrat este „apoi preluat. din separatorul evaporatorului 

cu o pompă volumică si trimis la rezervoarele de alimentare a atomizorului: 
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3.6.5.2. INSTALAŢIA DE USCARE PRIN ATOMIZARE 


Drojdiile furajere pot fi-uscate cu ajutorul uscătoarelor cu valturi, in- 


- stalatiilor de uscare prin atomizare sau al instalațiilor de uscare in pat flui 
f sdizaty(E coronal 980): ay eS a | Pe 
Calitățile drojdiei influențate prin uscare sînt : culoarea, gustul, aspectul 
și umiditatea lor. i A „A AÈ 
In fig. 104 se prezint& schema unei instalații de uscare prin. atomizare 
(Cristea, 1964). TASR Pong? n e E e 
_ În atomizor uscarea suspens‘ei de drojdie se face într-un curent de aer 
"cald care circulă în echicurent, pasta de drojdie fiind pulverizata cu ajutorul 
unui disc rotitior 5. na a A a Ce 5 een S 
| Drojdia obţinută sub forma de pulbere cade la partea inferioară a ato: 
mizorului, iar de acolo într-o baterie de cicloane 14, 17 si mai departe în si- 
lozurile 20. Din silozuri, cu ajutorul unui transportor 21, se-trimite direct la 
aparatul de însăcuire 22. Pasta de drojdie care intră la partea superioară 4 
atomizorului este pulverizată cu ajutorul discului rotitor, care are o viteză 


de: 6 000—7 000 rot./min. Viteza periferică a discului variază între 125 și. 


150 m/s.. Suspensia de drojdie este proiectată cu ajutorul discului către pereții 


atomizorului si dispersată în picături microscopice. Atomizorul este tra; 


‘versat de un curent de aer cald cu o mişcare turbionară, care usucă pică- 
turile microscopice de pastă de drojdie, transformindu-le în pulbere. 


dae 


—— 
es 


Aerul cald, necesar uscării pastei de drojdie in atomizor este furnizat de- 


un generator de gaze calde care funcţionează cu gaz metan. Temperatura ae 
rului cald la intrarea în atomizor este de 300°C, iar la ieșirea din atomizer 


"1002 hit E | 


. In atmosferă 
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| "Fig: 104. Instalaţia de uscare prin atomizare: | | 
1 — atomizor ; 2 — carcasă spirală de alimentare cu aer cald e 3 — ventilator răcire 
motor disc pulverizare ; 4 — motor de acţionare disc pulverizare ; 5 — disc pulverizare; 
6 — paletaj director; 7 — con distribuţie aer; $, — rador;. 9 —- motor cu. reductor 
- acţionare raclor; 10 — șină ghidare; 11 — pasarele de acces la discul pulverizator ; 
12°— pompă volumică ;13 — rezervor colector pentru pasta de drojdie concentrată; 
14 — ciclon; 15 — dispozitiv admisie aer proaspăt ; 16 — ventilator aer centrifugal; 
1% — ciclon; 18 — dispozitiv dozare; 19 —-transportor clicoidal; 20 — silozuri — 
de depozitare; 21 — transportor cu plăci metalice; 22 — dispozitiv de încărcat sacii; 
23 — cintar automat; 24 — ventilator centrifugal;. 25 — generator de aer cald: 
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> Calitatea uscarii depinde de modul de pulverizare a suspensiei de drojdie 
i de menţinerea cit mai constantă a temperaturii aerului cald. 

În atomizor evaporarea apei din lichidul sub formă de picături se face 
ntr-un timp foarte scurt, astfel încît gazele calde nu pot influența negativ 
alitatea produsulu nici cînd se-află sub formă de lichid si nici in timpul 
pecari. | | ae 

Pulberea;care iese din atomizor păstrează calităţile primare ale produsului 
lin toate punctele de vedere, aromă și conținut în vitamine. . =. 4 


3.7. SCHEME TEHNOLOGICE PENTRU FABRICAREA 
_DROJDIEI FURAJERE UTILIZIND CA SUBSTRAT | 
LESHLE SULFITICE REZIDUALE ȘI PREHIDROLIZATELE 


Figura 105 prezintă schema tehnologică a unei instalaţii industriale pentru 
fabricarea drojdiei furajere după procedeul Lefrancois, utilizind: ca substrat 
leşi le sulfitice reziduale. ui | [n aes 

“Leşiile .sulfitice reziduale, pentru a fi utilizate ca substrat în cultura 
lrojdiilor furajere, suferă o serie de tratamente preliminare. care sint funda- 
metale. Înainte de desulfitare lesia sulfitică. reziduală recuperată de la spă- 
larca celulozei este pompată într-un rezervor, prin intermediul unui filtru 
rotativ pentru reținerea fibrelor de celuloză, amplasat deasupra rezervorului 
(nv se admite un conţinut de fibră mai mare de. 0,5 g/l). . | | 

Lesia reziduală colectată cu temperatura de circa 60°C prin intermediul 
filtrului static 1 este pompata în coloana de desufitare 3 prin intermediul a 
trei schimbătoare de căldură 2. x | 

După trecerea prin schimbătoarele de căldură 2 lesia isi ridică tempera- 
tura de la circa 60°C, utilizînd ca agent de încălzire lesia desulfitata, care iese 
din coloana cu temperatura de circa 104. ¥ 

Lesia intra in coloana de desulfitare 3 pe la partea superioară şi stra- 
bate coloana de sus în jos. În coloană se introduce pe la partea inferioară 
lateral, în contracurent cu lesia, aburul care antrenează cea mai mare parte 
a dioxidului de 'sult si.a substanțelor volatile. 

- Vaporii de apa, d'ox'dul de sulf si substanţele volatile sint condensate 
Partial în condensatorul # iar condensatorul (confine 15—20 g/l SO,) este 
trimis la albire (ca agent anticlor). | 

Lesia desulfitată, cu temperatura de 60...70°C, se trimite la instalatia 
de neutralizare si tratare cu săruri nutritive care constă din : 

— cinci rezervoare în care se face neutralizarea si tratarea cu săruri 
nutritive 6 şi trei rezervoare în care se face stocarea leşiei tratate A 

"— staţia pentiu dizolvarea “sărurilor nutritive § şi prepararea laptelui 
de var 9; 5 TE Au a | . > 

— rezervoare de stocare a laptelui de var 10 şi a amoniacului 11. 

După neutializare şi adăugarea sărurilot nutritive urmează decantarea 
lesiei timp de 8—10 ore si stocarea lesiei decantate in cele trei rezervoare de 
Stocare HAN aa i rea 

Lesia din rezervoarele de stocare 7 este trecută prin doua schimbatoare 
de căldură cu plăci 12 pentru a îi adusă la temperatura de multiplicare de 
36--1*C prin răcire cu apa. ui 
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(1 ee Fig. : 105. ‘Schema tehnologică de.. fabricare 4 
is filtru dica ES ecuimbutoare de căldură:; 3 — coloană de desultitare ;. d — schimbă 


„nutritive ; 7-— rezervoare cu must decantat ; S. — „rezervor pregătire nutrienți; 9, 10 — reze 
: ENG cu plăci; ; 13: — lin pentru multiplicare ; it =P ACR ă de dezemulsionare ; 15, 16 — sepa 


i IL = 21 — evaporator ; ; 22 ie 


După răcire, leşia este trecută eet rezervor de akal Consta de 
unde se face alimentarea celor două cuve de multiplicare 13. La ieşirea diti 
cuvele de multipli care, mustul are multă spumă care este distrusă cu: ‘ajutorul 
acizilor grași (C,,—C,,), ca antispumanti, în cuva de dezemulsionare 4 
Mustul dezemulsionat este supus la trei treceri succesive prin separatoarelt 
centrifugale 15 şi 16; iar. între oes separări sc efectuează cele două SP 
intermediare. 


După ultima treaptă de separare centr! fauală, concentraţia cremei de 
„drojdie este de 13—15%. Crema de drojdie: după ce suferă faza de. plasmo- 
liză trece la faza de concentrare prin evaporare. 21, unde se realizează o col 
centratie a cremei de circa 25%. Crema de drojdie, obţinută după evaporare 
este trecută la instalaţia de uscare prin. atomizare 23.. Uscarea se face el 
aer‘cald (310...325°C), care circulă în echicurent cu crema de drojdie ‘col 
centrată. În final, umiditatea maximă a drojdiei. este de 10%. 
După: atomizare, drojdia sub formă de praf fin maro- -gălbui este trecută 
la stația de însăcuire si cintarire automata. we i: í 
La Torrelarego- Spania in 1964 s-a pus în funcțiune o'instalaţie de fa 
bricare a drojdiei furajere din lesiile bisulfit de calciu. provenite de la pre 
lucrarea lemnului de eucalipt (Huber, 1966). — . < 
Mirosul, gustul si compoziția drojdiei fabricate din leşi a reziduală de ei- 
calipt corespund drojdiei furajere obţinute din lesie din lemn de fag. 


Pe linia îmbunătăţirii pregatirii lesiilor sulfitice reziduale, pentru fabri- 
carea drojdiilor furajere, se remarcă şi utilizarea procesului de ultrafiltrare 
` (Babuskina şi colab., 1985). În tabelul 52 sint piezen tate rezultatele fermen 
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drojdiei “furajere din lesiile - sulfitice reziduale : 1 
tor de căldură; 5 — rezervor condens; 6 — rezervoare de nentralizare-lratare cu săruri 
voare de pregătire lapte de var; 11 — rezervoare depozitare amoniac; 72 — schimbător de 
ratoare centrifugale ; 17, 19 — rezervoare; 19 — schimbător de căldură ; 20 — plasmolizor; 


zervor ; 23 — atomizor. 


tării discontinue ‘si continie a ultrafiltrului. (fracțiunea de zaharuri, acizi 
„organici, acizi: lignosulfonici cu greutate moleculară mică), comparativ cu le- 
şiile sulfitice reziduale iniţiale. Specia de drojdie utilizată a fost Candida 
utilis. = Sats ; | 

Din datele tabelului 52 se remarcă influența favorabilă a procesului de 
ultrafiltrare asupra calității biologice a lesiilor sulfitice reziduale: şi implicit 
asupra parametrilor procesului de multiplicare (grad de utilizare a substan- — 
telor reducătoare totale, randament fata de. substanțe reducătoare: totale, 


conținut de proteine). 


> S m Tabelul 52 


irafiltratului comparativ cu Iesiile sulfitice reziduale 


Rezultatele fermentarii ul K 
mi ps (Babuskina si colab., 1985) 


Fermentare discontinuă Fermentăre continua 
Indicatori : Solutic rezi- | A Solutie rezi- 7 | 
ha. duală inițială Ultrafiltrat | duală inițială Ultratiltrat 

Conţinut de proteine, % AB e | 53,1 59,5 61,5 
Randament faţă de sub- | 

stanțe reducatoare to- il ; 5 

tale, % 40,5. 5 2,2 38,9 63,0 
Grad: de utilizare a j ; ; 

substanțelor reducă- 

toare totale, % 69,0 -> 79,2 wa 0913 79,2 


„Datorită conținutului ridicat: de zaharuri și. de furfurol, prehidrol:zatele . 
constituie o materie primă avantajoasă pentru obținerea drojai'lor furajere 
si a furfurolului. Si AN a a al 
„Pe plan mondial sint valorificate pe n'a obtinerii drojdici furajere nu 
mai prehidrolizate obţinute prin prelucrarea „răşinoaselor, functionind, in 
acest sens, două fabrici la Bratsk si Baical. io 
Prehidrolizatul “invertit la presiune atmosferică (durata 8 ore pentru 
prehidrolizatul din lemn de pin si 9,5 ore pentru cea de zadă) este neuira- 
lizat la pH + 3,9—4,1 cu soluţii amoniacale 25%, într-un neutralizator cu 
funcţionare discontinuă. ‘ate te tn, ie 
Pentru’ micșorarea concentraţiei substanțelor inhibitoare — prehidroli- 
zatul se diluează la un conţinut de substanţe reducătoare totale de 1,3 — 1,5943 
Tratarea cu săruri nutritive (superfosfat, clorură de potasiu etc.) si diluta 
prehidrolizatului se efectueaza intr-un rezervor colector, înainte de pompele: 
de alimentare cu must a fermentatoarelor. — Lh Sa 
- Fermentatoarcle au un volum de 600 m? si funcționează după sistemul — 
| paer-lift“. eat > bal site E gft ae Pie. 
Caracteristicile mustului-si parametrii “tehnologici de fermentare sint 
prezentaţi în tabelul 53. Suspensia de drojdie în prima fază este separată 
"prin flotare, in ilotatoare, într-o singură treaptă, unde are loc o ingrosare a 
- suspensiei de drojdie de 2,0—2,5 ori. 


/ 


> i 6 : ve Pitot Tabelul 55 
Caracteristicile mustului si parametrii de fermentare ai prehidrolizatului `- 
| ‘din lemn de rășinoase 


a Caracteristicile mustului ` 4 ; Parametrii de fermentare 
7 Ae 
5 4 as. , DM fu 3 “ff =} = ie 
aude. LE Ne Hi 2. -§ | G2 
: i : È nae g > Q Ty pa ao. 
3 i = SERN A AE Tam ` =e (PF ay 358 
Geet Obes | See a ere | ote | | Ss iat et EI 
eseul eeu EE Pe se ALA | e ene alt fa ode Selo 2 es Ase |e Ss 
` 4,3-1,4}.3,8. | 340 |0,04—0,05}1 200 | 160 | 35-40) 4,0: | 38 |» 30 | 0,14 | 52,00 


Concentrarea drojdiei la o concentraţie de 450—500 g/l se face prin se- 
` parare centrifugală in două trepte. După faza de separare centrifugala, ur 
mează faza de-evaporare, care concentrează. suspensia de drojdie de la 10 la 
16%. Uscarea drojdiei se face prin atomizare (productia 1,5 t drojdie/h). 
in ceea ce priveste valorificarea prehidrolizatului din lemn de foioase, 
pentru prima oara in lume s-a realizat la S.C. Celohart’ Donaris: S.A. Braila 
o instalaţie industrială de fabricare a drojdiei furajere care valorifică .prehi 
drolizatul provenit de la fabricarea celulozei chimice din lemn de fag, PO 
linia obținerii drojdiei furajere. aA le = Me ji CT du e 
- Pentru prehidrolizatul din lemn de mesteacăn, cercetătorii ruși propui 
o schemă tehnologică de pregătire a prehidrolizatului pentru valorificarea 
acestia pe drojdie furajeră si furfurol (Orlov Jigaloy, 1987). 
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Fig. 106. Schema Enel Gide de pregătire a prehodrolizatului din lemn de mesteacăn 
pentru valorificarea pe linie biochimică și chimică : 
1 — fierbător; 2 — calorizator ; 3 — evaporator; 4 — invertor; 5 — coloană de tra- 
tare cu abur ; 6. — decantor ; 7 — colector de slam; § — colector de furfurol; 9 — schim- 
bătoare de căldură. 


Figura 106 redă schema tehnologică de pregătire a prehidrolizatului 
din lemn de mesteacăn pentru valorificare pe linie Diochimică şi chimică. 

Se estimează că aplicarea acestei scheme tehnologice va permite obținerea 
pe lîngă drojdie furajere, şi a 15—15,2 kg furfuriol pe tonă de celuloză. 


3.8. COMPOZIȚIA CHIMICĂ A DROJDIILOR FURAJERE 
CULTIVATE PE LEȘIILE SULFITICE - REZIDUALE 
ȘI PE PREHIDROLIZATE 


Compoziţia chimică a “arojdiilor furajere variază sensibil cu virsta cul- 
turilor, cu stadiul lor de dezvoltare-şi cu felul culturilor (pure sau mixte). 

Substanţa uscată din drojdie este formată din substanțe organice şi anor- 
ganice, cantitatea acestora şi raportul în care se află variind cu specia, virsta, 
temperatura de dezvoltare şi mai ales cu natura mediului nutritiv. 

Peste 50%, din substanţa uscată a drojdiilor este constituită din compuși 
cu azot, dintre care 80% sînt, aminoacizi, 12% acizi nucleici si 8% azot 
amoniacal. Cirea 7% din azotul total il reprezintă aminoacizii liberi. 

Drojdiile furajere (cu un conținut de 55% proteine) au o compoziţie ele- 
mentară formată din 46%, carbon, 30% oxigen, 6,9% hidrogen, 8—9% azot 


"3.8.1. COMPOZIȚIA ORGANICĂ 


Compoziţia organică a drojdiilor furajere constă în principal din pro- 
teine, lipide, polizaharide si vitamine. 

Conţinutul de proteine variază funcție de starea fiziologică a Aas de 
condițiile de mediu si de concentrația substanţelor nutritive ‘din mediul de 
„multiplicare. (Stanciu, 1983). | 

“În tabelul 54 este prezentat conţinutul ‘an a of Și ae proteine din dr oj- 
diile furajere multiplicate pe lesiile sulfitaice reziduale si pe prehidrolizat. 


203 


l | Tabelul. öl 
= 
“Continutul de proteine din FE se specii i de drojdie multiplicate 

“pe lesiile sulfilice pigale si pe prehidr olizat 


= = 


aa Conţinut 


Specia de drojdie: |.“ Mediul de multiplicare | --de azot, de proteine, 
‘Candida ‘robusta: „| Lesii sulfitice reziduale - 9,00 56,26 
Candida aa. . „| Lesii sulfitice reziduale R a 53,66 
- ‘Candida torpicalis _| Leșii sulfitice reziduale . 8,56 53,53 
Lonlaglilis) jie ee. | Lesii sulfitice reziduale... ; > FOR 50,19 
Amestec Candida tropicalis. ae Lesii sulfitice reziduale. | 
++ Candida arboreea.-}- Leşii sulfitice reziduale Ae .. 9,68 PEBE ROI) iy 
+ Torula ulilis "e CERRO j 
: "Candida robusta Prenidrolizan ‘din lemn de fag | 7,62: 48,00 
Candida arboreea. as Prehidrolizat din lemn ofp fag | pot 47,22 
Amestec Candida robusta -+ HA 5 pete a 
+ Candida 'arboreca - ainar din lemn Er fas 7,07 17,37 
| 


. Candida scollii y Prehidrolizat din lemn de fag “|. 8,48 „153,00 


fn. vedexen “stabilirii valorii piologice ; a proteinelor s-a determinat. 
compoziţia în aminoacizi a drojdiilor furajere multiplicate pe les‘ile sulfitice 
reziduale 'şi pe prehidrolizatul din fag (tai tal 55) oA aN 1973, 1983, 
Stanciu, 1983, 1984): 


-Din analiza datelor prezentate, vezultă marea "varietate a aminoaciall 

"din compoziţia proteinelor și faptul că drojdiile multiplicate pe pr ‘ehidroli- 

“zatul din lemn de fag au o compozitie in aminoacizi asemanatoare droid 
Ahde p pe lesiile sulfitice reziduale. l : 


„După cum ‘se remarcă. din tabelul: 55 drojdia furajeră! este bogată in cei 
câţiva. aminoacizi indispensabili. $ 


Lipidele din drojdiile furajere, sînt KANS din trigliceride; g glicerolo 
tide si sterine. Alături de acizii graşi saturali- Cu (acid miristic), nE (acid pal 
mitic) Şi: Cis (acid ste aric), sînt evidențiaţi acizii nesaturati Cis —Cis (a carol 
natura nu a fost precizată). 


TI “ina drojdiile furajere, miltiplicate. pe erei: a din lemn. de fag, s-a 
deter minat un conținut de grăsimi brute de 0,64%, care este superior. celui 
din drojdiile cultivate pe lesiile sulfitice reziduale ŞI ‘inferior. „procentului de 
PELS 4%, cît este la drojdiile obţinute. pe: melasă. | 
| Polizaharidele “evidenţiate în ‘drojdii prin conținutul de substanţe. uso 
şi greu hidrolizabile, celuloză, au un rol pur structural, particip înd la forma” 
rea structurii peretelui celular (tabelul 56). Drojdiile furajere multiplicate pe 
prehidrolizat din om de fag se SR a printr-un ree mai redus 
‘de celuloza. PN l . "d 
Glicogenul este cae în drojdiile Eee în „proporţie de „30 38%. 
Glicogenul nu reprezintă numai o rezervă nutritivă; ci este legat și de meta 
. pbolismul celular, fiind mai evident la. celulele în creștere. 
l . Vitaminele sint prezente în cantități importante, în special cele: din 
grupa B B= Bio), provitamina D gti şi car otinoidele. înrudite CU 
vitamina Lai | 
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„-. Vitaminele hidrosolubile se gasesc~partial în stare liberă si de aceea di 
fuzează uşor acumulindu-se în mediu. DR: od 
= — Conţinutul de vitamine este independent de conditiile de cultivare a 
_ drojdiilor, dar depinde de specia respectivă. = GES | 
„ Tabelul 57 prezintă conţinutul de vitamine (în mg/100 g' drojdie) la o 
drojdie furajeră multiplicată pe o lesie bisulfit de calciu din lemn de eucalipt 
(Huber, 1966) şi la o drojdie furajeră multiplicată pe prehidrolizat din paie 
de cereale, şi din lenin de fag (Kin, 1980), comparativ cu ratia zilnică nece- > 
„sară de vitamine pentru om. | +e | 


militat. 


Tabelul 57 


Compoziţia în vitamine (la 100 g drojdie) la drojdiile rurajere multiplicate 
ce pe leşiile sulfitice reziduale şi pe prehidrolizatul din paie si fag. — 
Mediul de cultura. . v 
1S Ee Se —= 
l 
i 
j 


Rafia zilnică 


Vitamina pentrn om 


` Lesie sulfit ` 
de calciu 
din eucalipt.. 


Prehidrolizat -| Prehidrolizat 
din paic din fag 


7| 


AB ore a Be o plz aa 08 moa | . 36,0 2,0 | 
Riboflavina (Bə). a ERA EAE t 36,0... 3.0% | 
‘Piridoxina (Be) P| | ni 2,20 ty Ta —— ssi 2,08 
Acidul nicotinic” ener tay Sone easy, 0 7 I 650,0 . 15,0 
‘Biotina (1). . meee OOL — ji a — i 

„Acidul pantotenic o 114,50. = es, te 3,0 
Acidul folic =  : 215 — Ă — — 

- Ergosterina (provita- | me p Ae . i 

DE T a aS 0,36 urme — 2 500. - — 


~ Drojdiile furajere apar astfel ca o sursă potenţială de vitamine pentri 
alimentația animalelor si umană. - Ao. ¥ 


38.2. COMPOZIȚIA ANORGANICĂ 


Anumite puncte de pornire ‘si de reper cu privire la importanța substall 
telor minerale, în ceea ce priveşte dezvoltarea drojdiilor, rezultă fără îndoiati 
-din compoziția cenușii acestora. _ l Fa 
"Conţinutul de substanțe minerale al drojdiilor variază cu specia Și M 
special cu compoziţia mediului de cultură, între 2,5 şi 11,5%, din substanță” 
- uscată. Substanțele minerale care .aicătuiesc “cenușa drojdiilor sînt aproab 
“aceleaşi ca-si la plantele superioare. Experiența arată că cenușa este o func} 
direct& de fosforul introdus in substrat pentru reactia de fosforilare. 
Ca elemente dominante, fosforul şi potasiul formează 60—65% dh 
totalul cenuşii. te ah ae eT mt 
Compozitia medie a cenusii drojdiilor comparativ cu drojdia de 
ficatie este data in tabelul 58. ZA 


pani 
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Tabelul 58 - 


Compoziţia medie a cenusii drojdiilor (in %) 


a Drojdie furajeră Drojdie de panificație 
Substanţa ame E a 
© o Limită de variaţie ~ | Media Limită de variaţie 
p0% J505 50 di 44,8—59,0 
K205 26—40 3i 28,0 — 48,0 
MgO Io 7,3). 6 4,0—8,1 
CaO 0,4— 11,3 en 1,0—4,5 
Na:0 0,8—2,3. 2 M5s 2/5 
SiO >` 0,3—1,8 1 - 0,0—1,6 
Fe:03 0,02—0,7 0,2 0;2—15,6 
SO 0,09—0,74 0,5 0,6—7,2 
Cl- ,1—0,65 0,: 0,03—1,0 


Pentru prima dată în ţară, un studiu complex. privind compoziţia droj- 
„diilor furajere cultivate pe diverse substraturi a fost elaborat de Rozmarin 
si Stanciu (1983). yas | | AL: : 

În tabelul 59 se prezintă conţinutul in cenuşă și compoziţia în macro- 
şi microelemente dintr-o serie de drojdii furajere multiplicate pe diverse. sub- 
straturi. Din acest tabel rezultă că drojdiile furajere- multiplicate pe prehi- 
drolizat din lemn de fag 'au o compoziţie im macroelemente asemănătoare 
cu drojdiile furajere multiplicate pe lesiiie sulfitice reziduale,” dur sìnt mai 
bogate în fier si magneziu si mai sărace în“ mangan. | 

În general, se poate afirma că drojdiile furajere cultivate pe hidroli- 
zatul de lemn de fag au.o compoziţie în aminoacizi, macro--și microelemente, 
similară cu drojdiile obţinute pe alte substraturi. 


3.9. VALOAREA NUTRITIVA A DROJDIILOR FURAJERE 


Combinarea naturală în drojdii a proteinelor valoroase si a vitaminelor 
din grupa B este foarte importantă pentru hrana animalelor şi păsărilor. 
Vitaminele din grupa B sînt strîns legate de metabolismul proteinelor în or- 
ganismul animalelor, fiind componente ale sistemelor de enzime, catalizatori 
activi necesari pentru asimilarea aminoacizilor şi sinteza poteinelor. Cenușa 
drojdiilor conţine de asemenea macro- şi microelemente valoroase pentru 
animale şi păsări : fosfor, potasiu, calciu, fier, magnetziu, sulf, mangan, 
cobalt ete. În ceeace priveşte conţinutul de fosfor, calciu, cobalt si zinc, droj- 
dia furajeră depăşeşte uruiala de soia (Melms, Schwenzon, 1967). | 

După capacitatea de hrănire, 1 kg de drojdie fufajeră conţine 1,03—1,16 
unităţi nutritive. si mai ales multă proteină reală (asimilabilă), 380 —480 g. 

Fuvajarea- animalelor şi păsărilor cu drojdie furajeră în stare naturală 
nu este recomandată, aceasta folosindu-se numai ca adaos de proteine şi vita- 
mine în rațiile- de ‘alimentare. 

Un număr mare de experimentări efectuate în furajarea porcilor a de- 
monstrat 'că introducerea în furaj a drojdiilor, în proporţie de 8—10% din 
greutatea uscată a raţiei, mărește sporul în greutatea animalelor cu 15—20% 
Și reduce cheltuielile de furajare pe unitate de spor cu mai mult de 10%. 
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Drojdiile pot inlocui.20—30% din norma de lapte de supt pentru viței, 
asigurind prin aceasta sporuri zilnice de greutate de 650—750 g. La creşterea 
viteilor, 1 kg de -drojdie înlocuieşte 4—5 | lapte si permite obținerea în plus 
a 320 g carne. La furajarea vacilor de lapte cu 'drojdii furajere, se: măreşte 
cantitatea de lapte muls și procentul de grăsime din lapte (cantitatea de lapte 
creşte cu'3—3,5 l.pe zi, iar cantitatea de grăsime cu 0,4—0,6%).: Drojdiile 
furajere reprezintă o hrană valoroasă pentru animalele cu blană, înlocuind 
30%, din carnea cu care se hrănesc. Furajarea sistematică cu drojdii furajere 
în fermele cu animale de blană a dus la creșterea rezistenței animalelor la în- 
bolnăviri si la îmbunătăţirea calităţii blănurilor. | 

Adaosul de 10% în rafia găinilor măreşte capacitatea de ouare a aces- 
to a cu 26—51% (1 kg de drojdie furajeră permite să se obțină suplimentar 
2,° —2,9-kg carne de pasăre). | Tai 

"Drojdiile furajere s-au valorificat cel mai bine în hrana porcilor; 
D pă numeroase cercetări au fost propuse următoarele cantități de drojdie: 
pe zi în hrana animalelor: (Kretzschmar, 1967) : 
' — 100—150 g, si 0,5—1 kg uruială pentru porci îngrășaţi cu cartofi; 

— 200 g, pentru scroafele foarte epuizate din cauza alăptării după în- 

fareane apn ali ATP: 

— pînă la 250 g, pentru scroafele care alăptează; 

— 100 g, pentru scroafele după înțăreare; 

—::75.—100 g, pentru purcei în raport cu rasa și dezvoltarea (în vîrstă 

de 6 luni); INER AII fai 

— 50—75 g, pentru purcei infarcati de 10 săptămîni. 

© Drojdiile Pekilo: datorită conţinutului de proteine si formulei favora- 
bile în aminoacizi se utilizează în mod frecvent la hrănirea viteilor. porcilor 
si găinilor, putînd înlocui total sau parţial furaje ca făina de soia, făina de 
pește şi lapte praf (Barber, Braude, Mitchell, 1977). i | 

Pe baza datelor de compoziţie chimică a valorilor tabelare a coeficien- 
ților de digestibilitate, precum $i a regresiilor de calcul din sistemul OKIT, 
NRC, ARC şi INRA s-a stabilit valoarea nutritivă a drojdiei. multiplicate pe 
prehidrolizatul rezultat de la fabricarea celulozei: chimice din lemn de fag. 

"Din tabelul 60 se poate aprecia "că valoarea nutritivă exprimată prin 
unităţi nutritive (UN = 1,19), respectiv prin energia metabolizabilă (EM = 
= 2 780 kcal) sau energia netă (EN = 1 677 kcal), este similară cu a celorlalte 
tipuri de drojdii, datele energetice nediferentiindu-se evident la această ca- 
tegorie furajeră. . S-a stabilit: că drojdia cultivată pe prehidrolizat asigură 
417 g proteină digerabila/kg. Această valoare interesează mai puţin, deoarece 
in alimentaţia porcinelor şi păsărilor unde se recomandă în calculele de asi- 
gurare nutritivă, se folosește conţinutul în proteină brută și în aminoacizii 
lizină și metionină. | i 


Tabelul 60 


Valoarea nutritivă a drojdiei cultivate pe prehidrolizatul de la fabricarea 
i celulozei chimice din lemn de fag : 
f y (la kg) 


. Energie 


S $ . | Proteină brută Unitatea Energie -| metaboli- pani 
ubstanjă uscată | qigestibilă | nutritivă brută, zată, er 
g kcal 
xg s l : kcal 
907 447 1,19 4 325 2780 | 1677 
+ 1.060 460 1,31 4 768 3 605 1 849 
Rae O În a ee ee a e 
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rium, Penicillium sau Aspergillius (Negoiţă, 1970, Szudzinska, 1968). Spre 
deosebire de drojdii, mucegaiurile au ciclul de vegetaţie mai complex. Ele pot 


` lizate. De asemenea, dezvoltarea mucegaiurilor’ este favorizată de prezență 
oxigenului şi umidității. Metoda de. fabricare. a proteinelor furajere utilizind 
mucegaiuri este cunoscută sub denumirea de metoda „Bioysn“. Au fost se 


=la care randamentiy de sinteză a oscilat între 50 aan 70%; 


furaj cu 4% drojdie cultivată pe n-par afina. 


‘de substanţele reducătoare, iar conţinutul în proteine este de 50—53%. Di- 


mari de oligozaharide, care nu pot fi-asimilate de drojdie fără inversie prea 
„labilă. Mueegaiurile au, în schimb, capacitatea de hidroliză enzimatică 


Prin încorporarea drojdiei cultivate pe prehidrolizat in proporție de 4% 
într-o structură de nutreţ combinat, asigură la puii de carne în perioada 283— 
56 zile un consum mediu zilnic de 70,43 g/cap, un spor mediu de 28,75 g/ail 
cap-si-un.consum-specific de 2, 45 kg furaj/kg spor, date de efect bioproductiv 
comparabile cu cele înregisirate la un lot de referinţă care a consumat un 


3102 "OBTINEREA PROTEINELOR FURAJERE 
UTILIZIND MUCEGAIURI 


i6 A de. metoda fabricării aera or furajere. din: leşi reziduale bi- 
sulfitice, mai există şi altă metodă de obţinere a proteinelor furajere din le 
şiile reziduale şi anume prin intermediul mucegaiurilor de: tip Oidium, Fust 


asimila aproape toţi compușii hidrocarbonati continuti în leşii sau. în -hidro- 


Jectate două specii principale de mucegaiuri denumite Biosyn I și Biosyn Il. 
Biosyn I se dezvoltă pe lesiile reziduale diluate cu un conţinut de substanțe 
reducătoare care nu depăşeşte 1%, iar Biosyn II pe leşi ile reziduale cu con: 
ținut in - substanţe reducătoare de pina la 2,5%. Înainte de insim infare 
cu mucegai, leși:le : reziduale bisulfitice. sînt neutralizate cu lapte de vat 
pînă la pH = 4,5—5,0, iar apoi sînt răcite, decantate și imbogatite cu săruri 
nutritive (sulfat de amoniu ca sursă de azot și fosfat de amoniu ca sursă de 
P05). Însămintarea cu sușă selecționată de mucegai are loc la temperatura 
de 32...34°C. in raport cu drojdiile, mucegaiurile consumă aceeași cantitate 
de azot, însă o treime mai puţin fosfor. . 


Din leşiile. reziduale de la fabrica de celuloză sulfit din lemn ee tag sint 
obținute, în medie, 30 g masă proteică Biosyn pe litru de lesie. În afară de 
zaharurile conținute în leşii, mucegaiurile asimilează și alte substanțe organice 
solubile. După terminarea fer mentatiei, masa proteică obținută este spălată 
cu apă şi separată prin filtrare. Consumul de apă de ee este de numai 10% 
în raport cu cel necesar pentru spălarea drojdiilor. - 


Randamentul în substanță uscată Biosyn este de aproximativ 50% fata 


feriti specialisti considera ca valoarea biologică a masei proteice Biosy 
este mai mare decit a drojdiilor, întrucât conţine in plus, unii aminoacizi 
importanţi, cum ar fi cistina. 


În ultima perioadă s-a acordat o atenţie deocebits acestei tehnologii in 
corelaţie cu creşterea ponderii fabricării ‘celulozelor de mare randament: 


În cazul acestor -celuloze, leşiile sulfitice reziduale conţin proporții mal 


a 
oligozaharidelor si de asimilare sub forma de proteine. Din numărul mare de 
specii de mucegaiuri pentru sinteza proteinelor prez ntă importanţă practică 


spec: iile Aspergillus luchnensis, Aspergillus niger S-4, Aspergillus orizae 15 
şi Oidium laclis. Cea mai eficientă specie s-a dovedit Aspergillus luchnel 
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S-a constatat că este utilă insimintarea cu mucegaiul selecționat, înainte 
de procedeul de fabricare a drojdiilor furajere ; în acest caz mucegaiul prin 
enzimele pe care le produce are rolul de a inverti oligozaharidele, iar ran- 
damentul drojdiilor creşte în consecința, cu aproximativ 20%. Proteinele 
obținute cu ajutorul mucegaiurilor nu sînt toxice și constituie un furaj va- 
loros. Cu excepţia vitaminei B,., celelalte vitamine din grupa B sînt sinteti- 
zate de mucegaiuri la fel de bine ca în cazul drojdiilor. 


e 


3.11. NOL PROCESE TEHNOLOGICE DE FABRICARE 
| A DROJDIILOR FURAJERE 


În ultimul timp, pe linia fabricării drojdijlor furajere, au apărut. o serie 
de noi procedee tehnologice, cum ar fi procedeul Pekilo, procedeul cu. jet 
scufundat şi procedeul Aurom. i 

" Procedeul Pekilo se utilizează pentru producerea drojdiilor furajere 
din mediile care contin glucide prin fermentarea cu microciuperca - Pecilo- 
myces Variotli (Ingman, 1975, 1980, Romantschuk, (1978). Ca materii prime, 
în afara de lesiile bisulfitice reziduale, -se pot utiliza şi alte surse de glucide 
din industria alimentară, precum si alte substanțe decit glucidele, cum ar fi 
acidul acetic. ei $ i 

În fig. 107 se prezintă schema simplificată a procesului Pekilo iar în 
fig. 108 bilanțul de materiale pentru o fabrică de drojdie furajeră prin pro- 
cedeul Pekilo cu o capacitate de 30 t/zi. 

Fermentarea se face la temperatura de 38°C si pH = 4,7, timp de 3— 
5 ore. Deoarece microciupercile au o structuta fibroasă, apare evident unul 
din avantajele cele mai importante ale procesului Pekilo : posibilitatea de 
separare a microorganismelor prin filtrare şi de deshidratare prin presare 
mecanică. | 


SO | + gmp ter uzat 
pa Apă de spălare 
| iu E filtru l 
Lesie reziduală TECN 
"sulfat QO] Aer uzat 
Dozare etasiu 
Dozare fosfor | [Uscător | Droidie 
„Abur AP PEKILO 
2 i Aer cal 
Aer- X4 i | 
Borhot la evapora 
-Amoniac Ia i i l 
PROCEDEUL PEKILO DE FABRICARE A DROJDIILOR 
els): FURAJERE 


Fig. 107. Schema simplificată a procesului Pekilo. 
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“BILANTUL DE MATERIALE PENTRU: ” Ă 


- FABRICAREA - DROJDIE! FURAJERE a 

„PRIN PROCEDEUL PEKILO: psd ye 
(Capacitate = 304/21) tj LE £ 

| a 
Abur 3 


au Qg 
Solutie reziduala fore 
~G6=100th.. 


KARAER DESULFITARE | -S03 C =0,1 t/h 
„Susa iy săi aon Abur secundar ` 
| (6 15 Uh ae 
“Aer - z ] A Aer uzat 
G= 12t/F ee Tee: = G12 t/h 
1 FERMENTARE | | 
ASUME nutritive Sea Ta în aa 
G=05t/h 
| G=102t/h 
Apă $ a ; ; , 5 
i FILTRARE Borhot 
wos) aa) _» G2~ 104 ih. 
su 95 T 
Abur ý Fa G=5,8 t/h 
Aer uzat abur 
} pZ 6:28 t/h 
SORE Drojdie Pekilo 
Gei3t/h 


SU= 95% 


Fig- Uta Bilanțul de materiale pant o fabrică., de drojdie furajeră. 


in fai 61 este ERA compar atia intre pr w a FIE de filtrare si separare 


a drojdiilor în procedeul Pekilo = = pores Se ed as produse i 
„ drojdiilor furajere. 


Ca dezavantaj Sanden se fe d se remarcă ear că niente w 
în condiții sterile. ti Cta e finit CONTE a Ag ga se care 85% 
este, digestibilă. . ; l 
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a BP | | Tabelul 61 
- Comparatia între procesele de filtrare ṣi separare a drojdiilor furajere 


DI E a 


Filtrare. procedeu 


Parametrii Pekilo Separare drojdii | 


Putere instalată, kW ata | 60—100 | -250—350 


Apă de spălare, m3/h > i s .6 10—15. 
Substanţă uscată, % | 30—35  : 14—16 
Abur la evaporare, t/h 2:8 2 Suen ace 7,6—6,5 
Energie primară la uscare, GJ/h 70% 24,7 


În tabelul 62 se prezintă in mod comparativ compoziţia chimică a droj- 
diei Pekilo cu drojdia Torula, ICI (substrat metanol) si B.P. Toprima (sub- 
strat n-parafine). În Finlanda, la Jamsankoski, din 1975 a fost pusă în func- 
tiune o instalaţie industrială cu o capacitate de 10 000 t/an. 

Un alt procedeu de fabricare a drojdiei furajere este cel care utilizează 
procedeul de aerare cu jet seufundar (Chemische Technik, 1972, 1976). 


i i Tabelul 62- 
„ Compoziția chimică a unor tipuri de drojdii furajere 


Componentul — U.M. Pekilo < Torula | ICI B.P. Toprina 

Foams, Guta i us oe Se 
Treonina -g/16gN 4,6 8,2 4,6 5,0 
Valina 5,0 4,8 5,6 6,0 
Metionina 1,6 2,3 2,5 1,6. 
Izoleucina dez i 4,4 4,8 - 4,8 
Leucina j 6,8 6,2 7,6 7,0 
Tirosina Wa T o 3,8 | 33 4,0 
Fenilalanina — na 4,0 3,5 3,0 - 46 .— 
Lizina j i ` , 6,2 7,0 6,8 7,2 
Cistina + Cisteina ° - 1,0 — -0,7 1,3 
Triptofanul 1,5 -— 1,0 1,2 
Umiditate, maximum - pi ei 5,0 11,0 . 10,0 7,0 
Grăsimi_ brute Ti ry. 0,4 8,0 2,3 
Proteină brută l 55 “ap 51 72 57 
-Celuloză brută ! AV panes 0,7 0,7 5 
Azot — extract liber PM 25 > 38 7,0 24. 
Cenușă 6 8 7,7 6,0 
Acizi nucleici te 10 10 4 2,2 — 
Mila rani ra BARRA ppm 6 10 T 4,0 
Riboflavina PR E a pa wh ei 180 
Piridoxină 20 20 — 25 
Niacină 450 860 — 430 
Acid pantotenic 40 75 tz 125 
Biotină > + 2 1 = - 
Acid folic 15 10 -- 0,4 
Calciu (Ca). | gnh ` 3 7,1 ay Qt 
Fosfor (P) g/l í 15 M 222 24 16, 
Magneziu (Mg) gars 1,0 2,0 3,0 zi 
Sodiu (Na) . g/l 1,0 0,17 10 = 
Potasiu (K) g/l iS 16 2,0 = 
Sulf (S) ` | gy ae: = 10 < 
Fluor (F) mg/kg 4 — | 0,043 = 
Cupru -(Cu) . oN mg/kg 12 22 = ga 
pe (Zn) : j mg/kg a fe 4 = — 

umb (Pb | mg/kg d, P a 
Fier ra X “|. mgikg. 0,2 0,2 150 — 
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„echipat .cu'un filtru Doi sală admisia aerului în dispozi tiv. “Datorită construc- 


A, Fig. 109. Schema principială a instalaţiei 
cu jet scufundat. 


git (pă 109. se prezintă SIEMA principială a inatalaviei cu jet scufundat 
Lichidul din fermentatorul 7 este- aspirat prin conducta de regulare 2 deni 
„pompa centrifuga 3, care-l refulează prin conducta de refulare 4, într-un "del 
„Versor 5 din care, prin coloana tubulară “verticală 6; cade liber in ferme nta- 
torul 1. La partea superioadă'a deversorului 3 există un orificiu 7, deschis sau 
tiei speciale a deversorului 5, lichidul pătrunde în canalul superior al coloanei 
verticale 6. sub formă inelară. În coloana verticală lichidul isi măreşte pro- 
gresiv viteza datorită gravitaţiei. La capătul inferior al coloanei, respectiv 
la ieşirea din ţeavă, viteza lichidului atinge viteza corespunzătoare căderii 
libere funcție de înălțimea coloanei. rană din coloană se face la nivelul su- 
prafetei lichidului supus aerării. 


> Datorită. influenței frecărilor lichidului he pereții coloanei vertical” si 
turbulenței care se creează în coloană, curgerea lichidului se. transformă din 
inelară in. curgere la secțiune: plină, ceea. ce accelerează printr-un schimb 
de impuls aerul care este aspirat din atmosferă- prin golire din câpătul superior | 
al deversorului. Aerul aspirat este dispersat fin în sursa Bue pena astfel încât 
„la ieşirea din coloană este omogen. 


Fabrica de drojdie. Pirna- Germania. dispune de o cuvă ae fermentare 
prevăzută cu trei sisteme de aerare cu jet scufundat. 

Ca materie. primă fabrica Pirna utilizează un substrat constituit ‘din. cir 
ca 90% lesii bisulfitice xeziduale de lä fabricarea. celulozei prin: procedeul 
bisulfit de-amoniu si 10% borhot rezultat de la fabricarea spirtului din lesiile 
reziduale, bisulfit de calciu. . x "d 


Parametrii de lucru ai instalaţiei sînt: 
— concentraţia mustului la intrare in cuvă, 30— 50 g SATI; 
i DEHE -ul mustului la intrare în cuvă, 4,5—9, 0; 


— debitul de alimentare cu must al cuvei, 20— 25 mesh ; 

— debitul de recirculare a mediului din cuvă, 3 x 280 = 840 m?/h;. 

— debitul total de aer aspirat din atmosferă de cele trei dispozitive cu 
jet scufundat, 6000 mph; - E | 
| — timpul de multiplicare, 4 15 ores | 

— randamentul de consum al SRT, circa “80%; ; 

— randamentul în drojdie furajeră raportat la SRT, 42—45%,;.. 

— consumul specific de ‘energie. electrics, 800. -1 000. la drojdie. 


= 


= 214 


| 
| 


Firma Vogelbusch — Austria a pus la punct (1980) un procedeu de va- 
lorificare complexă a lesiilor bisulfitice reziduale, care consta in utilizarea in 
prima treaptă a monozaharidelor şi a acidului acetic, utilizindu-se drojdiile 
Trichosporum sau Candida, urmata de fermentarea borhotului ignosulfonic 
de o cultură mixtă formată din drojdia Trichosporon si bacteri: de tipul Ae- 
robacter, Pseudomonas şi chromobacterii. p le i 

În treapta a doua de fermentare are loc utilizarea a peste 50% din con- 
ținutul. de lignină din borhot. Multiplicarea are loc la un pH = 7—8 şi la 
temperatura de 35...38C. Randamentul in biomasă este de 25 —30 kg droj- 
die/m? lesie bisulfitica reziduală. ai | 

În tabelul 63 se prezintă. comparativ caracteristicile lesiilor bisulfitice 


reziduale şi ale borhotului după multiplicare. 


Eficiența. procesului de multiplicare AUROM! 


Tabelul 63 


 Leşie sulfitică reziduală 
a i A LU 


zi Caracteristici 5 =a z 
-ri Intrare | Ieşire 
Substanţă uscată ë l - 12-15%. 4—7% 
Substanțe reducatoare , 30450 g/l 2—5 g/l 
„Acid acetic | 6-10 g/l — 
CCO p 120—150 g/l 40—60 gA 


ee 


Dacă în cazul procedeelor obișnuite de valorificare a lesiilor sulfitice 
reziduale pe drojdiii furajere, are loc o reducere a CCO de numai 20—25%, 
‘in cazul acestui procedeu de valorificare în două trepte are loc reducerea CCO 
cu 60327007. i Fo ; 
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4. OBŢINEREA PROTEINELOR DIN DROJDI_ 
Eee PE N-ALCANI. 


A. VAMANU, D. ARIZAN, RODICA ARIZAN, CRISTINA POPA 


4.1. INTRODUCERE ud 4 


= Cererile crescute pentru proteine de uz furajer și pentru alimentația 
umană au condus în ultimele decenii la o creștere intensă pe plan mondial 
"pentru găsirea altor surse decit cele bazate pe agricultură. O astfel de sursă 
“este biomasa obţinută prin cultivarea celulelor microbiene e n-alcani ca ma- 
terie primă. m Val. thee Ps e | 
' Botanistul japonez Miyoshi (1895) este primul care a observat ‘ca 
"specia Botrytis cinerea poate ataca, parafina, iar prima referință despre o droj- 
die utilizatoare de hidrocarburi a fost dată de Perrier în 1913. 
Studii detailate asupra creşterii drojdiilor pe n-parafine au apărut către 
sfîrșitul anilor '50. Just și colab. (1948, 1951) au fost primii care au crescut 
Candida tropicalis si Candida lipolytica în condiţii nesterile pe medii conţin înd 
„săruri anorganice si parafine ca singură - sursă de carbon. O altă referință 
despre creşterea drojdiei Candida tropicalis pe parafine a fost făcută de H o et- 
burger (1955). Mai tîrziu, lucrări mai generale ‘despre microhiologia pe 
trolului au: adus la zi acest subiect (McKenna si Kallio, 1965; Einsele si 
„Fiechter, 1971 ; Klug și Markovetz, 1971; Shennan si Champagnat, 1974; 
Levi, 1974; Litchfield, 1977; Levi şi colab., 1979; Rehm și Reiff, 1981; 
Fukui si Tanaka, 1980, 1981; Finsele, 1983)... S S 
Cercetări sistematice, efectuate prin utilizarea unor hidrocarburi cu strue 
turi diverse, au dus la concluzia că întrebuinţarea: parafinelor normale ii 
“amestec cu alte clase de hidrocarburi creează dificultăți tehnologice in pre 
cesul de fermentație, precum si in etapa de purificare a concentratelor pro 


q 


teice care rezultă. În același timp, valoarea nutritivă a biomaselor rezultalt k 


este’ mai redusă. tidus 

„„ -Cele mai bune rezultate s-au obţinut in cazul utilizării n-parăfinelor pure 
sau a fractiunilor de n-parafine lichide (Cio—Czs), inregistrindu-se randamente 
în biomasă de pînă la 100% față de hidrocarburile consumate. Proportiilé 
de n-parafine variază între 0 și 30%, în funcţie de originea țițeiului. În ge 
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neral, multe zăcăminte africane par. să fie bogate: în n-parafine, cele din Orien- 
tul Mijlociu par să, conțină mai puține, ìn- timp ce zăcămintele din Marea 
Nordului sînt deseori sărace În n-parafine. 
= Conținutul de parafine superioare din ţiţeiul prelucrat in Europa de Vest 
in ficcare an-este estimat la 10%, procent ce asigură un potential de materie 
primă pentru producerea de biomasă de peste 50 milioane t/an (Levi și colab., 
1979). : ja 
Principalele capacităţi producătoare de biomasă din n-parafine sint 
prezentate în tabelul 64, din care. rezultă că se folosește atît procedeul de 
obținere a biomasei din n-parafine cit si cel cu motorină, pe care se cultivă 
de preferință: drojdiile. 


` Tabelul 64 


Canacitati de producere a biomasci microbiene din n-parafine 
(Moo-Young, 1976 ; Dimmling si Sambeth, 1981) 


‘ i 3 


s 5 j E pa 
Compania | get a me o ap pele | 
eT Se ee SP Par ee ee a tea 
British Petroleum Grangemouth, Scoţia 4000. | Drojdit-Parafine 4 
“Marea Britanie 100 000 | Drojdii-Parafine 
> ae Lavera Franja aa 16.000 | Drojdii-Motorina 
British Petroleum + Sardinia 100 000 | Drojdii-Paratine 
+ Italprotein S.p.a. y 5. 
Liquichemica Biosintesi Reggio Calabria . “| 100 000 | Drojdii-Parafine 
S.p.a. i 
Roni prot Curtea de Arges, |. 60 000 | Drojdii-Parafine 
‘ Romania 
Hoechst /Uhdle Frankfurt; R.F.G. Pilot Drojdii-Parafine 


CO N ON NR N O NI a ne 


în [pi proceselor de obţinere a proteinelor din n-parafine și mo- 
torină apar aceleași probleme dificile care se cer soluționate cit mai eco- 
nomic. Principalele aspecte care determină fezabilitatea acestor. tehnologii 
Sînt : 

— asigurarea unor cantităţi suficiente de energie care să permită o 
dispersie foarte fină a hidrocarburilor nutritive în faza apoasă, astiel încit 
transferul de masă de hidrocarburi către celule să nu devină treapta deter- 
minantă de viteză ; 

-— asigurarea cantității de oxigen: necesară creșterii, simultan cu asigu- 
rarea posibilităţilor de eliminare din biomasă a căldurii de reacţie (suficient 
de mare) la aproximativ 30.. 35°C ; 

— stabilirea productivității proceselor de fermentație continuă pentru 
Care consumul de energie să fie minim și beneficiul maxim ; 

— folosirea unor surse de materii prime ieftine şi care să asigure randa- 


mente mari în biosinteza ;. 
— folosirea unor microorganisme capabile să utilizeze cit mai eficient 


Substratul. 
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„4.2. OBŢINEREA N-PARAFINELOR DIN PETROL 


l În petrol se . găsesc toate seriile de Oo printre care şi alcedii, 
care sînt hidrocarburi saturate, în gener al neciclice. Ei se subdivid în aleani 
lineari şi: alcani ramificati. | 

- Aleanii cu catenă lineară numiți n- parafine- sînt. prezenţi în toate. frac- 
tiile petroliere, de la cele mai volatile pînă la cele-mai grele. Ei sint in stare 
_ gazoasă la presiunea atmosferică, de la metan (methane) pina la pentan (pă 
` thane) — hidrocarbură cu 5 atomi de carbon. ` 

SE Aleanii lineari dela C, la Cuc sînt lichizi la temper atura de- 20°C. Într-un 
mediu de 30°C frecvent utilizat in fermentație, faza lichida ajunge pînă la Gis 
(punct de topire 280). Deşi nu sînt lichizi, omologii superiori lui Cus pot fi 
prezenţi în fracțiile de n-aleani din motorină, pentru ca el pot fi dizolvali 
an n-alcani inferiori. 


Alcanii liniari de la Cal a Cso sînt const ‘tuenfi esentiali din parafinel 
dos iale. ; qik 


Omologii inferi iori din` seria » parafinelor, care ‘sint. lichizi Ja wa atura 


camerei: (n- pentan, n-hexan, n-heptan şi n- -octan), nu sînt de obicei utilizați 


"de microorganisme in procesul de creştere: Se pare că aceasta se datorează 


7a proprietăţii lor de'a dizolva membranele: celulare -sau structurile: proteice 


care” înconjoară ‘membrana, în special-cele care asigură transportul și oxida 
„rea. acestor substraturi (Einscle, 1983). Aceste constatari au exclus folosirea 
i -alcanilor cu: catenă scurtă ca “substrat nutritiv pentru procesele microbiene. 

n-Aleanii. lichizi saturați puri nu sînt produși la scară comercială, însă 
amestecurile sint disponibile comercial, in cantitati mari, de exemplu, in 
motorină (combustibil diesel), care conține 10—30%, parafine și în cîteva 
“fracţii” de n-alcani purificaţi extraşi ` din kerosen (Cio— Cor) (tabelul 65). 


Tabelul 69 


Distribuţia fracţiilor. de n-părătine 
"(Pr ocente de masa, dupa Levi si colab., 1979) i 
| . Fractiunea ~ |. Fractiunea Fractiunea 
petrol lampant: |: motorină ceară brută . 


Alcanul 


n-Cio : ; ; 6 i N a AIR - urme 
ECI Fha a39, = urme. as urme 
n-Cy2 42h" E urme. ; 1 
ney’ > tee es urme ; 28 aat Ce: 

i n-Cas > , 3 Cte. 29 § 5 
i RE Baie A í aie 22 : E 
N-Caz : die We = 12 14 
n-Cy4, Sa à 4 21 
n-Gis - — 1 19 
1-Coo J — — 13 
n-Gay et = 9 
n-Czz = = ` 4 
1t-C23 — = : 1 
-n-Cag: i rie — — urme ` 


Din punct de vedere al materiei prime, cele mai simple procese ce utili- 
zează hidrocarburi lichide ca substrat sînt cele care se bazează pe fractiunile 
neprelucrate din petrol, cum sînt motorina si petrolul lampant. Pentru a 
obține aceste substraturi din petrol brut este necesară o simplă distilare. Deza- 
vantajul constă în faptul că nu este posibil să se opereze cu o astfel de ali- 
mentare care să asigure consumul întregii cantităţi de u-parafine din. fractia 
utilizată (si deci nu este economic). În plus, efluentul din fermentator conţine 
10—90% hidrocarburi nemetabolizate. PR ACI Tae RI 

De aceea este necesar un sistem complicat de separare a drojdiei din 
biomasă cu ajutorul „umor. centrifuge ‘speciale (Hodge, 1970). 

„Utilizînd n-parafine de o puritate mai mare de 95%, obținute prin pro- 
cedeul adsorbtiei selective pe site. moleculare, se poate conduce bioprocesul 
astfel încît să se consume aproape 100% parafină adăugată ; se obţine astfel 
1 kg biomasă şi 1,6 kg CO, şi produşi secundari din 1 kg n-parafină consu- 
mată. In-acest mod conţinutul în n-parafină reziduală în efluent este redus la 
maximum, obtinindu-se un produs acceptabil în întregime prin simplă con- 
centrare și uscare. | : VĂ ey | 

n=Parafinele conținînd între 10 si 20 atomi de C sînt sursele de carbon 
cele mai potrivite pentru drojdii. Deşi amestecurile de n-parafine pure sînt 
substraturile preferate pentru creşterea microorganismelor, datorită costu- 
rilor scăzute si simplităţii proceselor de biosinteză şi alte produse petroliere 
conținînd un anumit procent de n-parafine (motorina) pot fi utilizate pentru 
obținerea de biomasă proteică. ul F 


4.3, MICROORGANISME CE CRESC PE HIDROCARBURI. 


Numeroși autori au publicat liste de microorganisme capabile să crească 
pe hidrocarburi. | =: ron 

Quayle (1967), făcînd un rezumat al acestor publicaţii, a estimat 
că un sfert din microorganismele reunite în colecţiile reprezentative, fără nici 
0 preferinţă de selectivitate, sînt eapabile să utilizeze hidrocarburi. De atunci, 
lreeventa veterinţelor despre bacterii, drojdii, fungi care asimilează cu uşu- 
rinti hidrocarburi a crescut (Sherman și Levi, 1974; Levi şi colab., 1979, 
Rehm si Reiff, 1981). | mae 
` Microorganismele consumatoare de, n-aleani lichizi pot creşte pe surse 
de carbon oxidate. În general, rata lor de creştere pe glucoză este mult mai 
mare decît cea pe parafine. 

Drojdii consumatoare de n-parafine. Drojdiile capabile să crească pe 
hidrocarburi sint obţinute din medii naturale, prin culturi imbogatite sau 
sint procurate din colecțiile existente în numeroase țări. O cultură imboga- 
tită constă în însămînţarea unui inocul dintr-un mediu natural, într-un mediu 
Mtritiv unde hidrocarbura constituie singura sursă de carbon și energie. 
După cîteva repicări în acest mediu selectiv, microorganismele capabile să 
utilizeze hidrocarbura se dezvoltă în colonii majoritare, permitind astfel 
olarea lui în cultură pură. | 

Culturile îmbogăţite permit găsirea în mediile naturale a numeroase va- 
Metatinde microorganisme apte. să se dezvolte pe hidrocarburi. 
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=-  chosporon. 


„Cele. mai multe date din literatură se referă la speciile genului Candida 7 
precum şi la alte drojdii asporogene cum sînt Rhodotorula, Torulopsis şi Tr 


Levi si colab. (1979) au menţionat că genul Candida cuprinde un 3 
număr mare de specii diverse “nenaturale“, multe din. ele fiind ‘reclasificate 
fn general sporogen. În consecinţă, una dintre cele mai familiare specii care 

"utilizează hidrocarburi, Candida lipolytica, a fost reclasificata ca Saccharo- 
- mycopsis lipolyticas Shennan și Levi (1974) au descris 40—50 specii 
„ale genului Candida care pot asimila hidrocarburi. Dintre acestea, cele mai 
cunoscute sînt C. guilliermondii, C. intermedia, C. maltosa, €. parapsilopsis, 
C. rugosa şi C. tropicalis. aH e SI a d Ce: | 
_ +» Din grupul sporogen, genurile Pichia şi Debaryomyces contin multe specii 
-asimilatoare de hidrocarburi. Folosind clasificarea curentă a drojdiilor făcută 
de Lodder (1970) și ultimele amendamente, Bos si De Bruyn 
(1973) arată că genurile, perfecte Saccharomyces, Kluyveromyces si H ansenuld, 
dar nu si Saccharomycopsis, sînt. complet lipsite de proprietatea de a asimila 
- hidrocarburi. > i A | VARIS, 

Experimente taxonomice şi genetice efectuate pe culturi de Saccharo- 

-` myces cerevisiae care asimilează hidrocarburi au demonstrat că acestea. sint 
tulpinile de Candida maltosa. kf 5 | 

Principalele genuri de drojdii a căror specii sau tulpini pot asimila hi- 
drocarburi sînt prezentate în tabelul. 66. 


Tabelul 66 


Genuri de drojdii care contin specii şi tulpini asimilatoare de hidrocarburi, 
(Levi. şi Colab., 1979) 


Ascomyceles Debaryomyces . SN Fungi imperfecti" Candida 

BIN Endomyces ` ` SANE DR ieee ` “Rhodotorula - 
Lodderomyces :. Selenolila - - 
Metschnikowia Pie ` Sporidiobolus 
Pichia - , AL) Sporobolomyces 
Saccharomycopsis. A | Torulopsis 

Schwanniomyces.. Trichosporon 
te “Wingea | 


Bazidiomycetes Leucosporidium 


i A Rhodosporidium - TT i pe ' 


Interes practic prezintă acele tulpini de drojdii care sînt capabile de® 
metaboliza substraturile carbonate (hidrocarburi sau derivați) în proteină 
cu randamente de interes industrial si care să prezinte următoarele caracte 
-ristici : viteze mari de creștere, mediu nutritiv ieftin, conţinut ridicat în ami 
‘noacizi esentiali, valoare biologică mare, absenţa totală a toxicității, producție 
stabilă. WY pt le Se Se > rca y 
~~ Conţinutul celular in proteină este direct legat de viteza de sinteză ^ 
proteinei, deci de viteza de creștere a microorganismelor, deoarece valoarea 
procesului obținut este direct proporțională -cu cantitatea de proteină pruti 
produsă. Aceasta înseamnă că pentru a mări conținutul proteic sînt necesal® 
viteze ‘specifice de creștere mari. _ | >. 
Tehnica cultivării continue este: 6 metodă rapidă şi eficientă ‘pentru â 
selecta proprietăţi speciale ale levurilor care cresc pe n-alcani. | a 
= Descoperirea sexualității la Saccharomycopsis lipolylica de .către Wik 
chermansi colab. (1970) a creat posibilitatea hibridării la aceste spot 
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al căror potential viitor pare sa fie enorm, prin producerea de celule diploide 
care au un yolum mai mare decit cele a şi în consecinţă un conţinut 
proteic în biomasă mai mare. 


Cercetările actuale din domeniul ingineriti genetice includ fuziunea de 
protoplaste care oferă posibilitatea hibridării intra- si interspecifice si inter- 
generice si astfel transferul unor elemente celulare de la alte organisme (cro- 
mozomi, alte organite celulare, gene, plasmide; Williams, 1978). 


4.4. METABOLISMUL N-ALCANILOR. GENERALITĂȚI. 


7 obell (1946) a formulat 4 reguli pentru u specificitatea utilizării hi- 
drocarburilor de către drojdii. Aceste reguli au fost revizuite de. Shennan 
și Levi (1974). | i i 

a) Compuşii alifatici sînt mult mai uşor atacați decît compușii aromatici. 
Aceştia din urmă sînt prezenți ca impurități în sursa de hidrocarburi şi se 
consideră-că sînt toxici pentru drojdii. Un conţinut mare de compuşi aromatici 
poate da un gust si un miros neplăcut bio masei, putînd [i o sursă potenţială 
pentru producerea de substanţe cancerigene. 

Hidrocarburile alifatice sînt asimilate de tulpini de drojdii ce aparţin 
diverselor specii și genuri. Alte clase de compuși, inclusiv hidrocarburile aro- 
matice, pot fi REE E dar de obicei nu sînt asimilate eficient. 

b) Catenele lungi sînt deseompuse preferențial față de cele scurte. 
Shennan si Levi (1974) au tras concluzia că specificitatea de substrat 
„în ceea ce priveşte lungimea’ catanci este în funcţie de specie sau tulpina 
de drojdie testată. Cele mai multe cercetări au inclus n- -aleani cu o lungime 
a lcatenei între Cio— Cis: În literatura de specialitate sînt citate specii de 
'drbjdii-care pot utiliza catene mai mari decit Cis, dar pentru că acestea sînt 
Be la temperatura normală de creştere, trebuie de obicei solubilizate 

nainte de folosire într-un transportor inert, cum este de exemplu pristanul 
(2 6,°10, 14- tetrametilpentadecan). 

De aceea sint pr eferati compusii cu o lungime medie a catenei de carbon. 

n-Aleanul cu cea mai scurtă catenă care poate fi folosit pentru creştere: 
drojdiilor este n-nonanul. n-Alcanii cu o catenă mai scurtă decit n-nonanul 
nu sint de obicei asimilați de către drojdii, dar pot fi oxidaţi. Randamentul 
de transformare crește, dar viteza de oxidare scade pentru catene mai lungi 
decît n-nonan. 

l ¢) Compuşii nes aturaţi sint degradati mult mai uşor decit cei saturați. 
S-au găsit multe drojdii care utilizează l-alchene ca substrat de creştere, dar 
randamentul de transformare este de obicei mult mai scăzut decît cel obtinut 
la n-alcanul corespunzător., . 

d) n-Aleanii eu catenă ramificată: sint degradati mult mai uşor decit 
moleculele neramifieate. Această regulă nu este în întregime valabilă pentru 
drojdiile care în general asimilează hidrocarburi, pentru că alcanii cu catenă 
ramificată sint-atacati numai dacă există în structura lor o porțiune de catenă 
liniară destul de lungă. Shennan si Levi (1974) consideră că, compușii 
cu catenă modificată sînt. degr adaţi mai greu decit compușii cu catenă lineară, 
regula a doua putindu-se aplica la o porțiune de catenă lineară din aleanti 


ta mificaţi. 
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441. pci ana a NA or A ORELE Dre ALCAN p3 


Di n studiile ateuruare cu privire la oxidarea inițială a erates de alean 
s-a tras. concluzia că prima reacţie este catalizată de o oxigenază, pentru că 
primul pas este încorporarea oxigenului molecular în molecula de alcan, 
ee OES le E51 Goldie aye) au format 3 mecanisme pentru această reacție 
A iniţială : Tite 
= 0. oxidare: care implică un cylocrom notat P-450 sau “rubredoxin; 
~— 0 hidroperoxidare ; ; : 
— o dehidrogenare fără a include oxigenul. 


Pe de altă par te, Rehmsi Reiff. (1981) descriu 4 mecanisme. facind 
-0 distincţie clară între oxidarea care implică eytocromul:.P-450 şi oxidarea 
cu un sistem oxidativ cu funcţie mixtă, dar care nu cuprinde: P-450. 


"4.42. SISTEMUL DE OXIDARE CU FUNCŢIE MIXTĂ 
„FĂRĂ IMPLICAREA CYTOCROMULUI P-450 
„Acest sistem s-a găsit în extractele celulare ale. microorganismelor care 
le ar n-alcani şi, “este format din 3- componente : rubredoxina, o reduc- 
tază dependentă de NADH și o alcan-1- hidroxilaza (fig. 110). 


„Aceste -extracte: sînt capabile să : oxideze diferiți alani, alchilbenzeni 
a alchilcicloalcani. Alcanii cu catenă lineară sînt mult mai uşor oxidati decit. 
cei ramif! cati. Pe baza acestei constatări se apreciază că numai aceste mole- 
cule cu: put es plană vor pates Hage la centrul actifv al hidroxilazel 


ine ne 
TL My Reductază Gi pa aot : | 
loxidotă) Rent Bee RCH CH3+0> 
\ | 
A ctiejaza N Rubredoxin R BENS He OH + Hp 
NADY “(redusa) - | Fe3t 


Fig. 110. Sistemul de oxidare al alcanilor cu: functie 3 mixt& fără cylocrom P- 450 (Rehm şi 
i Reiff, pana . 


4.4. 3. SISTEMUL DE OXIDARE CU FUNCTIE MIXTA, 
5 | INCLUZIND CYTOCROMUL P-450 ` 


| Datele din liter atura de specialitate arată că for: marea hi. P- 450 î în specia 
de drojdie Candida tropicalis este indusă de alcani cu o catenă mai lungă, 
alcooli secundari şi cetone, iar sistemul de hidroxilază al citocromului p-450 
este dependent de NADPH +H*. (fig. 111) (Duppel si colab., 1973). 
Hexadecanul, ca sursă 'de carbon, depresează enzimele care oxidează 
„aleanii din celulele de C. tropicalis: crescute pe substrat de glucoza, negăsin- 
du-se nici un efect al activității specifice a. alcool “si aldehid- dehidrogenaze 
a 1929) s 


À 
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Flavoproteina y Nonheme Citocrom RCH, CHPH+ H0 


NAD(P) H+H? 
l F - (Fe2*). P -450 


oxidată | 
aril (oxidat) i 
'NADCP)+ | _Flavoproteina ‘Nonheme Citocrom R CH-CHa+ 03. 
redusă (Fe3t) P-450 
s i (redus). 


Fig. 111. Sistemul de oxidare cu funcție mixtă al alcanilor cu cytocrom P-450 (Duppel şi 
colab., 1973). x 7-a 


Cercetările au evidențiat faptul că o data cu creșterea concentraţiei 
de P-450, crește si concentrația de NADPH-citocrom microsomal al C-reduc- 
tazei. Concentrația de citocrom P-150- creşte liniar cu viteza„specifică de 
consum a hexadecanului,. în special atunci cînd în cultivarea continuă ali- 
mentarea cu. oxigen este limitată. | | ma 

Deci citocromul P-450 pare să fie implicat în treapta care limitează vi- 
teza de consum şi de oxidare a alcanilor. Gmiinder (1979) sugerează 
că citocromul P-450 care este localizat în microsomi catalizează hidroxilarea 
monoterminală a hexadecanului în reticulul endoplasmic) al C. tropicalis. 


4.4.4. FORMAREA DE HIDROPEROXIZI PRIN INTERMEDIARI 
CU RADICALI LIBERI ȘI REDUCEREA LA ALCOOLI 
PRIMARI SI SECUNDARI A 
În acest caz, alchilhidroperoxizii se formează printr-un mecanism cu 
radicali liberi. în timpul oxidării microbiene a n-alcanilor. În faza următoare 
are loc reducerea de alcooli și oxidarea la cetone (fig. 112). Re 
În literatura de specialitate există totuși puţine referiri care să sprijine 
acest mecanism de formare a intermediarilor hidroperoxizi în oxidarea n-al- 
canilor. | . 


R-CH3CH3 


N a i a = 
R=CH-CH3 — R-CH»-CH2 


O77 ON byes) ADENO 


OOH 


OOH 
é R -CHH 
R-CH-CHp pp Raa) 


“reducere de câtre | 
fungi Şi bacterii |. 
"R-CHOH- CH R- CH--CH-0 


Fig. 112. Formarea hidroperoxizilor prin intermediari cu 
radicali liberi (Rehm si Reiff, 1981). 


15~ Biologia si tehnologia drojdiilor, vol. WI — cd. 112 925 


4.45. DEHIDROGENAREA LA ALCHENE DE CATRE 
soy .DEHIDROGENAZĀ NAD+-DEPENDENTA | 


- Această schemă se bazează pe. existent l-alchenelor in amestecul de 
reactie care cuprinde n- -alcanii, de asemenea pe existenţă unui inhibitor 
al NAD-oxidazei (jargon geLanol) Şi a unui sistem enzimatic care redug 
NAD+. 

- În acest mecanism se va forma întîi o ; alchenă care va reacționa la alcool 
pe două căi : prin .formarea unui epoxid sau prin aditia apei (fig. 113). 

Rotled ge (1978) nu este-de acord, cu formarea. 1-alchenelor ca. inter- 
mediari liberi in oxidarea alcanilor deoarece prezenta unei tr epte de dehidro- 
genare a alcânului, legată de NAD”, este greu. de susținut pe baze termodi 7 
namice. 

Rezultatele a Rocile experimentale par a avon OS HHS care 
implică. fie citocromul P- 450 f.e rubredoxina în reacţie de oxidare primară 
din cadrul pigeesuhui de Paie radare microbiană BY hidrocarburilor: 


N ye “R= CH CH, OH 
i ; 2 
af ara. Ree CH 
yh CN Cya Bene 
i BK | pi wh 3 +0: 0 
„R=CH3= CH3 > Aa Enor E aer A PE i 4 
- NAD*. NAOH+Ht | N | 5 
at pa SOINA pr i H 
5 eC H5=CH OH" ae C7 COOH y 
OH 


Fig. 113. Dehidrogenarea. alcanilor la - alcliene. si reacţiile următoare (Rehm 
: 2 şi Reiff, 1981). aM 


4.4. 6. CAILE METABOLICE. DE DESCOMPUNERE 
A N-ALCANILOR 

Rehm si Reiff (gst) auifstudiat un sistem de cor relaţii care există 
între clasificarea microorganismelor- şi. preferința . lor pentru o anumită cale 
de descompunere a n-alcanilor, analizînd intermediarii formaţi: în timpul 
- creşterii microorgânismelor pe acest. substrat. 

Unul dintre criteriile de clasificare a.cailor de descompunere este izolarea 
acestor intermediari, urmată . de. Spee UR enzimelor càre catalizează 
fiecáre treaptă: de oxidare 

Există două căi principale. de e eco DIS EOS a ee 

. — calea oxidării terminale; - 

— calea oxidării: supteraiiip alei; 


4.4.6.1. CALEA OXIDĂRII TERMINALE 
În Meci db aaa terminală una sau ua grupe sînt oxidate, 


- astfel. că această cale este apar tita în oxidare monoterminala şi oxidare 
diterminală. pea 


“Această cale, are ca rezultat formarea acizilor grași corespunzători. 
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4.4.6.2. CALEA OXIDĂRII MONOTERMINALE 


Există multe date in literatura de specialitate (Klug și Markovetz, 1971, 
nsele si Fiechter, 1971, Rehm şi Reiff, 1981, Einsele, 1983) care confirma, 
in indici biochimici, existența căii de degradare monoterminală prin 
canoli, alcanolizi și acizi alcanoici. 5 

Acizii grași, corespunzători formați din alcani, pot fi oxidati prin B-oxidare, 
tfel încît sînt produse unități —€, în cantități mari. Toate microorganis- 
ele care crese pe hidrocarburi alifatice, ca singură sursă de carbon, Încorpo- 
ază în lipidele celulare un număr mare de acizi graşi, rezultați ca intermedi- 
i (tig. 114). © | | | $ 

i 


Lungirea catenei 


R- CH3----+ R-CHy OH=-=» R=CHO=--»R 2 COOH Se e = 
sii E i incorporarea. în 
A celule de lipide 


A 


_ B-Oxidare ~ 


` Fig. 114. Oxi darea monoterminală a n-alcanilor (Einsele, 1983). 


În urma cercetărilor efectuate s-a observat că microorganismele cultivate 
e n-alcani cu un număr par de atomi de carbon conţin în lipidele lor canti- 
Ati mai mari de acizi graşi cu număr par de atomi de carbon, în timp ce micro- 
rganismele cultivate pe aleani cu număr impar de atomi de carbon posedă 
antitati mai mari de acizi grași cu număr impar de atomi de carbon (Rehm 
i Reiff, 1981) | ee | 

Ermakova si Finogenova (1971) au demonstrat faptul ca, 
a drojdiile crescute pe n-alcani, enzimele ciclului glicosilat au o activitate 
oarte mare, sugerîndu-se ideea că acest ciclu regenerează acetil-CoA in 
impul oxidării alcanilor.. ‘ Tak 

Un. fenomen interesant cuprinde activitatea catalazei, care poate fi 
ndusă de n-alcani si este localizată în mierocorpusculi. 
| | | “Activitatea catalazei, in special la drojdia 
C. tropicalis crescută pe n-alcani, este mult 
mai mare decit a celulelor crescute pe glucoza 


hcn (CHa CH3 
HC — CHp-(C Ha CH CH.=OH (Gmiinder, 1979) 


=: + E : 
HC = CHa (CHa Cho- CHO. 146.3. CALEA OXIDARII DITERMINALE 
HC = CH=(CH3n= CH>= COOH Oxidarea diterminală, observată la unele 


pacterii si drojdii, a fost descrisă de Einsele 

OHC — CH-=(CHoh- CH, - COOH În prima treaptă are loc oxidarea unei 
grupe metil, la acidul gras corespunzător. A 

HOOC — CH~ (CH), = CH2- COOH. doua treaptă indică oxidarea grupe! w-metil, 
j | nesemnalizindu-se formarea 1-c-alcandiolului, 


Fig. 115, Oxi inală 
. 115. Oxidarea determinală a ; oh x: ) = 
alcandialdehidei sau a _o-hidroxialeanol. 


‘n-aleanilor (Einsele, 1983). - 
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4.4.6.4, CALEA OXIDARII SUBTERMINALE 


ye. 


„ Prima reacţie a unei căi de oxidare subterminală implică formarea unui — 
alcool secundar, urmată apoi de formarea: unei cetone. Nu se știe nimic despre 
alcooloxidaza care catalizează aceasta: reacție. La-drojdii nu a fost. detectat 
un alt tip de oxidare subterminal decît aceea care apare in. poziția. C, a 
„alcanilor cu catenă lungă (tabelul: 67). ee 
-. Tabelul 67 arată ca inter mediarii care sugerează căile ae descompunere 
A alcanilor pot fi folosiți în scopuri taxonomice.. 


Tabs 67 


„Compuşii inter mediari formaţi de diferite drojdii la descompunerea 
N- -alcanilor superior (Cro—Cg)" 


„(după tiu și Reiff, 1981) 


Căi terminale| — Căi subterminale 
Microorganismul fMono- Diter- see a = ah ze Observaţii 
| wal |g eae YS. 4 ae eae 
| Ga} an | as 
Pichia sp. i +--+ (++. ) 
P. haplophyla: .. melt Ge f Re Cia = 
Richio ee ee a aa bă ee Da IN SE că 
- C. albicans +4. TR Sy Ja C12 
G. cloacae 7 ++ E oe C9-C18 
C. guilliermondii biel pees 3 : . C13 . - 
ee — l em PES F C11—C16 
: — +++ E E, |e EAE, extracte Celulares 
C. intermedia cor Ee hae aes veri" C12 
-G, lipolytica z Te) UCAC C16, cra 
pi, : - Ce 
= Za See dy ey Ss C13 - 
— | Ph ah || >) metileitrat . 
TT IRI ER A fs de | POEZIA et Roe 
C. parapsilosis f gam T T ; C12 i 
a í i 1n , FRS C13 TEE 
a i IP SES a linet os GE “try G12 E13; C14 
3 ai sl ati i he ke RE ta a imi e GIO — 
— = TEPE "| extracte celulare : Cl 
TE. rugosa Es + lua ea Wisse Ets à l 
— | |. \|#++f- | - | | extracte celulare + 
A (ca TEG | NAD(P)H 
RET a OT Sarp + Pe ERS EAI PEE: extracte celulare 
— : neers Se eee : mer SRT. „extracte celulare 4 
G. zeylanoides i = one C12 și i } 
Rhodotorula sp. aE : + Dio E: 
Tor ulopsis es [+++ =" | exclus Radea „| extracte celulare ~ 
supPenglessert ; s 
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În concluzie, se pare că drojdiile care oxidează rapid alcanii acționează 
preferențial prin 'căile de tip terminal, iar cele care oxidează mai lent alcanii 
folosesc preferenţial căile de tip subterminal. 


g 


4.5. ASPECTE CINETICE ALE CREȘTERII DROJDIILOR 
ee „PE N-PARAFINE _ LE 


În literatura de specialitate au fost propuse mai multe modele matematice 
care să explice cinetica de creştere a drojdiilor pe hidrocarburi lichide. Erick- 
son şi colab. (1969).au luat în considerare două cazuri pentru cultivarea: 
drojdiilor consumatoare. de n-alcani în, sistem închis și anume :. 

'— cazul in care substratul limitativ de creștere, considerat a fi n-alcanii, 
este dizolvat într-o fază. dispersă şi deci aria disponibilă a substratului din 
faza dispersă rămîne constantă în timpul fermentației ; = | 

— cazul in care faza -dispersă lichidă este formată în intregime din sub- 
strat consumabil (n-alcanii) ; în această: situaţie aria suprafeţei de substrat, 
disponibilă pentru microorganisin, scade pe măsură ce substratul este consumat. 

În sistemele disperse, o parte din celule vor fi absorbite pe suprafaţa 
picăturii de parafină, iar altele vor fi suspendate; în faza continuă. Conside- 
rînd cazul în care faza dispersă este constituită din substrat pur, celulele 
ataşate la suprafaţa picăturii de parafină vor creşte cu o viteză” specifica 
egală cu viteza specifica maxima de creștere, obţinută în condiţiile în care 


toţi nutrientii sînt în' exces, iar cele suspendate în faza continuă vor avea 


0 viteză specifică de creștere dată printr-o relaţie de tip Monod : 


B= Umar (240) 


"ey: ee 


in care: S este concentraţia de substrat in faza continua, gists 


K, — - constanta de saturare, gl”; 
u  — viteza specifică de creştere, h7; 
mar — viteza specifica maximă de creştere h™. 


Valoarea maximă a concentraţiei: de substrat din faza continuă S, se obține 
atunci cînd faza continuă este saturată cu nutrienți ; prin înlocuirea acestei 


valori în ecuaţia (240) se obține:  ' 
| SA se fatale RAII AA) 
u elimar Si Ke i 4 


Atunci cînd transferul de masă este important, iar viteza de creștere 
în faza continuă este limitată de cantitatea. de substrat care difuzează în 
această fază, valoarea lui S poate fi mult mai mică decit Ss. Viteza maximă 
de transporta substratului în faza continuă, apare atunci cînd S=0 în relaţia : 


vee KAAS = Sh - gt ee 


care descrie viteza de transfer de masă de la o picătură de arie A, în faza 


continuă. : i be SA 
Pentru a elabora metodele care să descrie cinetica ' creșterii drojdiilor 
fis aila de n-aleani, Erickson. (1969) delimitează trei cazuri 
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 Specilice. ilaborarea modelelor cinetice in cele trei cazuri, se face în ipoteza $ 
faza dispersă este constituită din substrat pur si implicit are loc scăderea 
ariei interfaciale datorită consumului de substrat. Primul caz pr esupune creştere 
la suprafaţă fazei disperse, al doilea caz. creştere la interfaţă, iar al treilea 
caz creştere în faza continua. Cel de al doilea‘ caz. are. loc în ipoteza existenței 
echilibrului de substrat între cele două faze, în timp ce cel de-al treilea Caz 
se desfăşoară în ipoteza consumului de substrat în faza continuă limitat de 
viteza" de transfer a substratului în această fază. Cele trei situații E: preza 
| tate sintetic în tabelul 68 s şi figurile ` 116, 117 şi 118; 


a i : - Tabelul 68: 


Modele de cr estere a droidiilor pe substrat pur da nealediini î în sistem închis | 
_ (Erickson | şi eareP 1969) 


‘ : A “i Repre- 
a eer a hp: = ee CUS lel ‘a ÎN 

` Ipoteza de creștere Ecuația mgee ag zentarea 

G i gon} matematic : cod 

ZINA ' ae ahs 2 A Ss a: grafică 
PR a aa 


Ras rice pe suprafaţa picăturii de parafină — N = NCH mazt E i (243) 
(faza dispersă).. Cazul studiat: creştere: 
discontinuă pe suprafața- unei . singure- „No «N < Ney 
icături d substr t pu p3 i os i 
z c at pur qv, Was ; } 
= = Pp = SS ——_—— pi (244). ‘ee i £ 
di: ey | fig aa 
(n du : - j No < N< N 
C | al. Y= pot EL e cata "Bai (245) 


as PV po — Vp) 


panuse 


; Creşterea în faza „continuă saturată cu - ti CNAS IA l 
„substrat. Are loc în condiția N >- NS Ta Th = Baap + WiN =a N,), 
Dacă faza continuă rămîne saturată: cu aa i i 
substrat, » din. ecuația: (241) este constant |. -y 3 > Nip (246). 
și se notează cu pj.” i oz pea ae i 
Ipoteza este valabilă în perioadele” iniţiale. - o dVa _- hmazNp ret Ss) fig. 117 
ale „creşterii, cînd concentrația celulelor Crary Sata 5 Ape Ei beg fi 
în faza continuă gie mică Spa oh Os r 
is, = i ] — ¥ (N — N») (247) 
Eia i : ae N> Nep 
Cieştere limitată .de transferul de substrat AN 
„din faza: dispersă în faza continuă. "J dt a = Hmaz p SES 
Se consideră trei cazuri : : i 
-1) numărul picături: = constant, în timpul SIN —. N ze: | 
fermentaftici. discontinue, © mărimea unei aeS N) (248) 
picături: scade ; | Kat S, a PAs j 
2) distribuția mărimii picături lor este con- . A, tis 118 
stantă, dar scad în timp numărul de TS hy. == T maz. 2 — Te 
- “DICĂtU apei k die -- 
3) aria suprafeţei . rămîne constantă pe arty” TM 
măsură: ce, substratul se consumă — K,a(s, — S) (249) 
 N-N t 
Y=. © (250) 
Pp(fa0 7 la) = 
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19 {Crestere 


ef exponențială ce ; 51 ee 
z [OR Oy ae a "05 
Sop 
ee 
E 
asi A 
Oo 
BETS 
5 e 
= a 
E ans 
u ` k [] 
fa N 
i: Parametru : mine 
g -Q21. ; $pYVpe 
= y ra 
Ss _ 1 3 n 
0 : Se 


Timp adimensional Í most ] 


Fig. 116. Curba de creştere insistent discontinuu’a celulelor de drojdie pe o picătură de 


- substrat pur (Erickson şi colab., 1969). 


y 


„Concentratie „celulară adimensionala 


0 Pate ge Le 452004. ZS eS 0 35 LO 
“We Timp adimensional 


Fig. 117. Curba de creştere în regiin discontinuu, pe 0 picătură de substrat pur, cu 
echilibru .de substrat între cele două -faze lichide (Erickson, 1969). 
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at oo. 
Toa : Py 
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Sos] i 
IT F fa 
sole , 
304| 
S 
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= 
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Sy jo eke i 
GE COM Goes Da one cor rigs 30 acs. 0 5 3 


Timp: adimensional . 


vs 


. Fig. 118. Efectul ariei interfaciale asupra creşterii în sistem discontinuu, cazul creşterii 
limitate, g transferul de substrat (Erickson pi colab., rae: 


_ Se fac cdi ata notatii [relaţia dimensională] : 

— a(d))° —-aria (aria iniţială) interfacială pe unitatea de în [LL]; 

— falfa) — fractia volumică de lichid - (fracţia iniţială, respectiv, 
ocupată de faza dispersă); adimensională ; | | 


— Kz — coeficientul de transfer dé masă ji, îi 


— K, — constanta de saturare [ML 2]; 

— N(N,) — numărul (numărul iniţial, respectiv) de celule. pe unitatea 
de volum [L~ 3] ; 
| ONET E numărul de celule ge pe suprafața ERE pe unitatea dă 


volum. [L7]; 


| = Neo =- numărul de celule de, pe. suprafața picăturii, pe “unitatea 
de volum, - la- timpul tp [E -ali 


— S — concentraţia de-substrat in faza continuă [ML]; 
Eo "concentraţia de substrat în faza continuă saturată [ML 3]; 
pe timpul LTS 
:— lp — timpul la care suprafaţa picături. devine saturată cu celule [T]; 
de a VEY Sac — Volumul (volumul inițial, respectiv) picăturii [L*] ; 

— Vep — volumul picăturii la timpul ¢, [L?]; 


— Y — coeficientul de randament, exprimat ca număr de celule for 
mate pe unitatea de masă de substrat [U]; ; 

— Pp — ‘densitatea; substratului [ML =]. 

Modeler matematice. elaborate pentru a descrie creșterea microbiană 
în sistem.. discontinuu. ajută. la -aprecierea . comportării! microorganismelor 
_ in sistem continuu de cultivare, in chemostat. 


Ca şi pentru. sisteme discontinue; Eric ks Son (1969) consideră două 
cazuri în funcţie de compoziția fazei disperse : 


— numai o parte: a fazei disperse este substrat consumabil ie către 
microorganisme, caz în care modelele sînt elaborate în ipotezele. compoziţiei 
pai taie; şi a ariei interfaciale constante ale fazei BEES 
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_— cînd faza dispersă este alcătuită în întregime din substrat consumabil 
(n-alcani), se consideră că aria interfacială a fazei disperse scade o dată cu 
consumul de substrat, pe cînd compoziţia fazei disperse rămîne constantă. 


„Expresiile, deduse pentru cinetica în sistem discontinuu pot fi folosite 
in bilanturile de materiale pentru sistem continuu, cu amestecare perfectă: 
pentru: N < Nep: Wii | 


a 2000 AIBĂ DORI IRON (251) 
_ g SN pot a 
D(fas — fa) — =~ = 0 (252) 
Pentru N > Nep bilanturile de materiale au forma : 
| ee RL N, i AB Cu Ne) A 

= > HeniazN ; oe eae SD = 0 4 (253 

DNL Ree K, 48 (433) 
f ki i f lee A = A 

De o\fao— fa) — = —K a(S, — S) 0 (254) 


oy, ae A aggre Ni 
DI — fas) Se = EE eS 25), AERO aaa Go) 
E: ' oN 1. Yet S) 
unde : Ea A E O DR 
D este rata de dilutie [T7]; restul-notațiilor corespund cu cele de la culti- 
varea discontinuă. | J 

Pentru un sistem continuu, constanta de randament poate fi scrisă in 
următoarea formă: (se neglijează substratul în faza continuă) : - 

| l EEE a Wy ude ii | os - (256) 
x P(fao — fa). 

Aria interfacială pe' unitatea de volum (a) poate varia o dată cu fracfia 
volumică a fazei disperse. În lucrarea sa, Erikson (1969) consideră trei 
modele in funcție de valorile ariei interfaciale raportată la fractia volumică 
ocupată de faza dispersă. Cele 3 modele sunt : 


D. >. “al east io (257) 
A zeta iei $ GEHT do : 


— numărul de picături pe unitatea de volum rămîne constant, dar mă- 
Timea’ picăturii variază pe măsură ce substratul e consumat ; 


B) | , Mah eer er (258) 
fone Co fao 


— distribuția mărimii picăturii rămîne constantă, dar variază numărul 
de picături; | | 


£) i | | pe ES Ae x A (259) 


ao - l t 
— se consideră că aria interfaciala este constantă. 
În lucrarea amintită, Erickson (1969) dezvoltă trei modele pentru + 
Wmătoarele cazuri limită : 
„— creștere la interfață ; 
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„creştere in faza continuă saturată în substrat; . u 
.— creşterea limitată de transportul de substrat în -faza continuă; 
— creşterea in faza continuă limitată și de transportul de substrat şi de 
«constanta de saturare. Lai : Passe 
"În urma cercetărilor efectuate, Erickson (1969) trage concluzia 
„că pentru fazele iniţiale ale creșterii sau în condiţii de concentraţie de substrat 
limitativ scăzută, consumul de n-alcani din faza apoasă devine important, 
În fazele tirzii ale creșterii liniare devine importantă aria disponibilă din 
suprafaţa picături de n-parafine, dat fiind că viteza în faza de creștere liniară 
poate îi explicată numai prin contactul direct celulă-picătură de n-parafliue, 
Moo-Young si Shimizu (1971) -au considerat că . creșterea 
celulară apare ca urmare a contactului direct celulă-parafină. 
„Ei definesc un potenţial P care apreciază acomodarea celulelor pe supra- 
fata picăturii de hidrocarbură: | i, 
243. ee So 2A 
PRENN p(2,0 -+ d*)d*. | (260) 


ony pi 


| 


“Dacă acest potential limitează creşterea :celulelor, atunci se poate aplica 
o ecuaţie de tip Monod pentru a defini corelatia între viteza specifica 
_de creştere şi acest factor 'limitativ : 


P. 


DTE EA 261) 
că Hama: PP ( 
unde a ip ut | | ae 
— d* = d,/d, — raportul dintre diametrele picăturii de parafină şi al celulei; 


m : E Í 5 
—d = ¥ n/n} — diametrul mediu „Sauter“ ; 
i - i=1 fi B È E 


(d; si n;) reprezintă diametrul şi numărul picaturilor din intervalul de 
— K, — constanta de saturare pentru potenţial. | 
= Ataşarea microorganismelor consumatoare de hidrocarburi de picăturile 
de parafină duce, asa cum s-a descris anterior, la. formarea. unor ,,flocoane 
biologice“, constituite din celule, picături de hidrocarburi şi bule de act: 
Ele sînt mai putin dense decit: mediul de cultura si chiar în condiţii normak 
‘de agitare formează un strat distinct la suprafața mediului de cultură. In 
cultivarile discontinue ‘se observă o constituire progresivă a flocoanelor Pë 
"parcursul creşterii celulare, devenind maxima către sfirsitul fazei de crește 
lineară. O dată cu completa 'consumare a substratului nu se mai observ 
prezența flocoanelor. De asemenea, nu se observă prezenţa flocoanclor Is 
`- rate mici de dilutie, în sistemele continue (Blanch si Einsele, 1973). 
Este importantă studierea comportării acestor flocoane. biologice 
timpul: fermentatiei datorită prezenţei celulelor în interiorul lor, ceea d 
‘face ca etapa de contact între celule și hidrocarbură sau cea a transferului ir 
oxigen dizolvat să devină limitative “de viteză în centrul acestor flocoal® 
Moo-Young și colab. (1971) au efectuat experimente cu o tulpini 
de Candida lipolytica pe substrat de n-dodecan, in. vase cu agitare mecanici 
pentru determinarea vitezei de consum a oxigenului din mediu (1o,) vite 


. å . e ` w i i “i DI PC pai : . sat 
de consum. a oxigenului de către celule (Qo,), concentraţiei de oxigen dizolv! 
A . ; $ 3 a ae i , e A 1 
“în mediul de fermentație (OD); precum şi relaţiile acestor parametri cu col 
ditiile de operare. es wae) 


il 


——e--_—_- —— —— a = s n f 
ei RR a E e A i 


7 
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„Rezultatele arată că valorile Io, au fost maxime la sfirşitul fazei de 
creștere logaritmică, atunci cînd OD atinge un nivel minim în timpul fer- 
mentatiei pentru toate condiţiile de agitare. Valorile maxime ale Qo, se ating 
in primele momente ale. creşterii logaritmice, menţin îndu-se pina la sfirsitul 
fazei logaritmice, după care scad bruse datorită epuizării hidrocarburii 
(tabelul 69). E 


l 7 Tabelul 69 
Efectul condițiilor de agitare asupra vitezei specifice de crestere 
; şi valorilor maxime ale Qo, şi lo, 

. (Moo-Young si colab., 1971) 


Viteza de agitare „Viteza specifică Qo, max. loa max, 

pn. de creștere [h>] [mmoli gh] | [mmoli. 17h] 
250. 10-0955 x gt 10,2 i > 23 

300. 0,120 i =: = 

400 0,155 L Dy 

500 / 0,160 La iti SA 34,5 
600° 0,175 l R c= 

700 ~ 0,180 — — = 

800m Aa : „0,180 | a 2 40 


» 5 $ R à + 

Figura 119 prezintă relaţia dintre viteza de consum a oxigenului. si vi- 
teza specifică de creştere, obţinută în condiţii, de fermentație continuă cu 
limitare ‘de substrat. Din rezultatele experimentale, M 0 o-Y oung şi colab. 


s \ 


(1971) au dedus următoarea ecuaţie : 


(SS = A, = on + fi (262) 

i To eect hee | 

unde : x este concentrația de celule in fernientator, gl; 

R — cantitatea de oxigen necesar, mmoli 0,17; 

u — viteza specifică deserestere, h71; 
a şi B — constante empirice, unde f indică viteza de respiraţie endogenă. 

Din figura 120 pot să se de- 
ducă valorile pentru « (71,5 mmoli 
0.+g71) si P (0,6 mmoli, Ogg th’). 
Figura 119 arată relaţia între viteza 
e consum a oxigenului “şi concen- 
tratia de oxigen dizolvat, figura 121 
Cuprinzînd o reprezentare Linewea- 
Ver-Burk a datelor din figura 117. 
au putut determina valoarea criti- ` 
că a concentrației de oxigen Cer = 
= 1,2 ppm și constanta de saturare | 
a RTT ee ia ia OM BO Oa 016.» car 
, mmoli’ O,/I. wh’) 

S-a observat experimental o sca- 7 
lere a valorii Qox, în timpul fermen- 
fici, la valori ale concentrației de mentaţii. continue — (Moo-Young şi colab., 
Oxigen dizolvat în medii mai mari | 1971). 


, 


OQg,{mmoli 0-/g celule -h7 


Fig. 119. Relaţia dintre. viteza de consum a. 
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oxigenului și viteza specifică de creştere — fer- `.. 


ww 
O, 


mmoli 021 `; 
8 


par A 
O 


Qo, mrmoli O2/9:hi 


ONAL By DP SIG Aiea 0 20040. 60: 80 MĂ 
PY. OD; tmmoli/t) 1072 . Yen BS aS immoli 02/1) 

Fig. 120. Relatia dintre viteza Fig. 121. Reprezentare Lineweaver-Burg a da: 

de consum a oxigenului și con- telor din fig. 117 (Moo-Young si colab., 1971) 


centratia de oxigen dizolvat © 
(Moo-Young si colab, 1971). 


ca valoarea critică, ceea ce nu-era de așteptat (Blanch: si Einsele, 1979). 
Cauza constă în existența flocoanelor. 


“La valori mari ale agitării mecanice, aceste flocoane sînt distruse ȘI 
` factorul important devine rezistența filmului gaz-lichid. La valori -scăzute 
ale agitării, rezistenţa la transferul oxigenului între celulele din interiorul 
flocoanelor devine etapă limitativa de viteză, dînd naştere la o valoare apă 
rent mai mare a concentraţiei critice de Oy. Celulele din interiorul flocoanelot 
prezintă un contact deficient şi cu hidrocarbura din cauza structurii flocoa- 
nelor. Prin realizarea unei turbulente mărite, aceste flocoane sint, distrust 
iar faza de creştere exponențială este mai lungă. Toate aceste particularităţi 
- au efecte mult mai vizibile: în cultivarea continuă. Ş 

Blanch si Ein sele (1973) au făcut experimentări în sitem col 
tinuu cu o tulpină de Candida tropicalis, în două tipuri de fermentatoare, la 
două concentraţii de substrat (hexadecan) diferite si de la diferite rate de 
dilutie. Rezultatele sînt prezentate în figurile 122, 123, 124, 125. 


Gk Oi 02 


03 . 
piht] 


- Fig. 122. Cultivare ' continuă cu Candida Fig. 123. Cultivare continuă în acelei 
tropicalis (fermentator cu agitator, turbina - condiţii ca in figura 122; So = 0,55% (ml 
cu palete plate ; agitare: 3 000 rpm; aerare: ~ i ; 

0,5: l/l/min; So = 1,0% (mjv). Pentru | 
comparaţie, din curba dedusă din relația x AN 
teoretică Monod rezultă: Wmas = 0,29 h; = ` z 
Y= 1,0 g/g; K,= 100 mg/l (Blanch şi 
A 1 Ss Einsele,. 1973). 


\ 
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Bre) 
10 


Din’) 
03. : 
Fig. 124, Cultivare continuă cu sistem supli- , Fig. 125. Cultivarea continuă în ace- 
mentar de agitare pie concentrația. leasi condiţii ca in fig. 124, cu concen- 
de . substrat So = 1 % (m/v); agitare: “* o tratia de substrat în influent 0,55% 
2500 rpm; acrare = 0,5 Amin (Blanch aS (mv). 


și Einsele, 1973). 


Folosind un sistem de agitare tip turbină, cu palete plate și o concen- 
tratie de 1% hexodecan în influent, s-a observat spălarea culturii la o rată 
de dilutie de 0,12 h7! faţă de bugil = 0,3 h7?.(in diseontinuu) (fig. 122). Mic- 
sorind concentraţia. de substrat în influent la 0,95% hexadecan, spălarea 
culturii s-a observat la o rată de dilutie de 0,22 h™ (fig. 123). În ambele cazuri, 
in. apropierea condiţiilor de începere a spălării culturii, s s-a observat- formarea 
unor flocoane mari. yo 
Folosirea suplimenbră a unui sistem mecanic care imbunatatesle circu- 
latia fluidului în vas va duce si la creșterea ratei de dilutie la care apare spa- 
larea culturii, pentru ambele concentraţii de substrat în influent (1%, — fig. 123 
și 0,55 fig. 124). F enomenul se datoreaza probabil unei amestecări îmbunătă- 
lite în toată masa fluidului, pr ecum si prevenirii formării de zone stagnante 
in reactor. Ca ur mare se obțin si valori mai mari ale productivităţii. 

În concluziile experimentărilor, Blanch si Binsele (1973) re- 
marcă existența unei regiuni de creştere liberă pe substrat de hidrocarbură 
pură în functie de gradul de agitare în fermentator. În faza de creştere expo- 
nențială vitezele de creştere sint maxime, independent de viteza agitatorului. 
La viteze: mici de agitare cu agitatoare Lip turbină, s-a găsit că viteza de 
creştere. în faza exponențială este funcție de turatia agitatorului. În aceste 

Cazuri se consideră că sînt răspunzătoare amestecarea incompletă şi formarea 
flocoanelor. | 

Ca urmare a tuturor acestor observaţii, este necesar ca la realizarea unui 
model matematic, care să descrie cinetica creşterii drojdiilor pe n-parafine, 
să se considere nu numai distribuţia mărimii picăturilor în faza dispersă, 
dar si formarea flocoanelor biologice şi amestecarea imperfecta din fermentator. 
Majoritatea lucrărilor publicate prezintă date de fermentație de substrat 
de n-alcan pur; în practica industrială se folosesc ca substrat anumite fracţii 
de n-alcani lichizi, ceea ce complică şi mai mult modelul matematic al pro- 


Cesului. 
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4.6. PROCESUL DE FERMENTATIE | 

Proiectele. comerciale de producere a biomasei proteice « cu droidi pe 
‘substrat de n- -alcani sînt în cea mai mare parte bazate pe tehnici fte cultivare 
„continuă. <2 


Operarea continuă a bioreactorului permite: menţinerea unor n 
constante în ceea ce priveşte substratul, nutrientii, oxigenul dizolvat, agi- 
tarea, pH-ul, temperatura si concentrația de biomasă, în: timp ce debitul 
constant de descărcare a produsului asigură condiții constante de separare. 


alia procesele industriale de producere a biomasei din hidrocarburi, culti- 
varea continuă are avantaje nete fata de cultivarea discontinuă, deoarece 
- este în concordanţă cu’ producţia 'rafinăriilor de petrol și cu operarea din 
obiectivele petrochimice mari, a căror parte componentă sînt în ultimul timp. 
__ Prepararea nutrientilor pentru procesele continue la care se operează 
în mod steril necesită sterilizarea tuturor debitelor de alimentare., Metoda 


obişnuită este tratamentul termic dar se poate folosi si filtrarea ‘prin men 


brană pentru debite mai mici. 


Folosirea : proprietăţilor de autosterilizare a'unor. baze și acizi puternici: 


pot asigura economii considerabile în costurile de producție.: 
` 4.6.1. MEDIUL DE CULTURĂ 


Pentru procesul de fermentație Ja scară industrială se aleg elementele 
nutritive sub. forma . cea mai «disponibilă, dar care să nu conţină elemente 
toxice, aşa cum sînt în principal arsemiul şi plumbul (tabelul: dau 


Tabelul îl 


Cantitatile aproximative de Materii prime necesare: “pentru un pr oces pe “nealcant 
(Einsele, 1983) | 


| Cantitatea aproximativă (kg/kg de biomasă uscată) 


Materia primă- ` —— 

ai iad E Motorină | n-Alcani purificafl 
Motorină - - $ | e rd | — 
n-Alcani purificati — ah 0,9 
Amoniac, anhidru Ro r LURG aja ; 0,14 


H,PO,, 85% tf „= 0,086 sorte “0,052 
Săruri minerale. | pi 


FeSO, vi H,0 - i 
MnS0,:7 HO ine > he. inc 
Mg :S0,-7 I0 PFA : 0,032 ‘ 0,022 
KCl : = 

ZnSO, HO © 


Racul este sursa de azot renata pentru pigitaberea de biomasă 
pe ‘n-alcani ; deoarece este folosit în controlul eta til se manevrează uso 
și are un pret scăzut. 

Ca sursă ‘de fosfor este preferat acidul fosforic. 
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Nutrientii minerali necesari : K, Mg, Mn, Zn şi Fe, sînt folosiţi mai mult 
sub forma de hidroxizi sau sulfați, decît sub formă de cloruri, pentru a mini- 
maliza coroziunea echipamentelor din oţel inoxidabil. 

Un proces esenţial al proceselor de producere a biomasei din hidrocar= 
buri îl reprezintă optimizarea componentelor. mediului de cultură. 

Pierderile provocate de ionii nemetabolizati pot fi partial înlăturate 
numai în cazul schemelor de proces care includ recircularea efluentului prove- 
nit din treapta de separare. De accea, cele mai dezvoltate programe isi propun 
optimizarea mediului pentru îmbunătăţirea performanţei procesului şi micso- 
rarea consumurilor specifice de materii prime. | 


4.642. TRANSFERUL DE OXIGEN SI HIDROCARBURA 


Biosinteza proteinelor din n-aleani este un proces eterogen cu partici- 


parea a patru faze nemiscibile, si anume: două faze lichide (hidrocarbură . 


Și apă), o fază solidă şi o fază gazoasă. 


$ 


- Asigurarea unor randamente în biomasă, de interes industrial, în procesul - 


de biosintezi a proteinelor: din. n-aleani este strîns legată de transferul de 
oxigen și hidrocarbură din mediul de cultură prin pereţii celulei microorganis- 
mului. l ot i j 


4.6.2.1. TRANSFERUL DE OXIGEN 


Oxigenul necesar pentru-oxidarea alcanilor de către drojdii este asigurat 
prin transfer de gaz. Acest necesar de Os este de peste două ori mai mare 
decît! la sistemele bazàte-pe hidraţi de carbon, în care substratul însuși asi- 
gură cam Jumătate din oxigenul necesar pentru procesele metabolice. 

Ecuațiile stoichiometrice pentru hidraţii de carbon şi pentru, hidrocar- 
buri au fost “descrise de Einsele, 1983: 

— pentru glucoză: | 

1,8nCH,O ++: 0,8n0 -+ 0,190 NH3. — n(CH,,,00,sNo,19) + 0,8nCO, + 
l | VS HO t9000 kJ. 

— pentru- hidrocarbwii: = | En - 
2nCH, +: 2n0, pi 0,19nNHș = n(CHi,00sNos19) + CO: + IonH,0 + 
| -+ n+48 000 kJ. 


Oxigenul necesar pe unitatea de biomasă produsă de microorganisme 
*erobe care cresc pe.n-hexadecan este de 2,5 ori mai mare decit. cantitatea 
de O; necesară pentru creșterea pe glucoză. De aceea, pentru o creştere buna 

i £ é R a Pe A . 

Pe n-aleani, sint necesare viteze mari de transfer de oxigen (150—400 mmoli 
Oana) Concentrația critică a oxigenului dizolvat în mediile care contin 
hidrocarburi este aproximativ de 1,0—1,2 părți pe milion (p.p.m). De aceea, 
9 limitare a aerării şi a alimentării cu O, reduce productivitatea drojdiilor 
“Onsumatoare de n-alcani. 713 dhe 8 pă af 
Există două posibilități de creştere a. solubilitatii oxigenului în mediu 


m E d 
e fermentație şi anume : 
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— prin cresterea presiunii lui parțiale, Eilat o suprapresiune 
interiorul Dioreactorului, sau prin fe)pSireui unui amestec de gaze carga LL 
un conținut crescut ‘de oxigen; — 
= lu „operarea. într-un sistem cu fază “iene continua, „deoareti 
se presupune că oxigenul este mult mai solubil în hidrocarburi decît ty apă 
` Pe de alta parte s-a constatat că transierul oxigenului prezent in bulele 
de .aer, dispersat în mediul de fermentație, este cu -atit mai „eficace cu 
cît dimensiunile bulelor sînt mai mici. 5 
Consumul de oxigen şi căldură degajata in fermentatics in funcjie de 
randamentul în substrat, sînt „prezente în tabelul 71. 


l È Tabelul 11 
Efectul EANET, si al AENEAN asupra consumului de oxigen "sh 
şi al căldurii de reacție. 

(Humphrey, 1970) 


’ 


kcal degajate 


Randamentul sre 
- ; ; . Consum O,: . 
Mieroorganismul Substratul . Celular d a: 02]100 g (pentru 100 & 

CR: a g- celule / aie rating celule 
g: substrat . ` produse) 

Drojdie: - n-alcani - 0,85. i- 242 985: 
_ Drojdie n-alcani ` 1,00 196 | 780 «| 
Drojdie ` `~ |-n-alcani 1,15 152 "632 


l Se EE remarca că, atunci ad randamentul celular este ameliorat, 
“oxigenul constimat pe unitatea de biomasă şi, de asemenea, căldura degajată 
scad apreciabil. 


4. 6. 2. 2. TRANSSGRUL DE HIDROCARBURA 


‘Problema transferului de Kid cdakbnns este dificil „de separat de cea 
a transferului de oxigen. în acest sistem tetra- -fazic. ‘ 
“Sotubilitatea oxigenului în faza ulei-apa este mai mare decit în fază 
“ apoasă, iar în prezența hidrocarburilor condiţiile de interfaţă între aer si apa 
sînt influențate de variațiile tensiunii superficiale. Procesul de -transfer al 
n-alcanilor poate fi împărțit în două aspecte si anume : emulsionarea substrat 
-tului si deci transportul molecular de hidrocarbură prin filmul de lichid În 
Vieta microorganismelor, şi ataşarea particulelor de substrat pe suprafața 
celulară si transportul prin peretele celular. : ' 
-< Mecanismul de transport către celula microbiană, Un pas important ia 
descompunerea alcanilor este ‘emulsionarea substratului. Gradul de emu 
sionare este influentat de citiva factori dintre care pot fi citati agentii activ! 
de suprafaţă şi agitarea mediului de fermentatie in vas. De aceea, proiectare 
optimă. a bioreactoarelor’ si agitatoarelor. este esențială pentru. atingere 
unei dispersii, bune a hidrocarburii ca şi pentru transferul de oxigen. . l 
“Într-un sistem care conţine două faze lichide nemiscibile, amest 
"are e un efect major asupra performanţei procesului de emulsionare.. 


ecareă 
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În interiorul acestei emulsii pot fi vizualizate două căi fizice de transfer 
ı hidrocarburilor la celulă : transferul la celulele complet înconjurate de 
aza apoasă și transferul la celulele direct atașate de picăturile de hidrocarbură, 

Prin calcule de transfer de masă s-a avansat ideea că primul caz este 
treapta limitatoare de viteză în sistemele de creştere pe n-aleani. 

“Ulterior s-a luat în considerare viteza de adsorbtie și desorbție a celu- 
elor pe suprafaţa picăturilor de ulei, precum și transferul de substrat între 
faze (Erickson și colab., 1970). S-a găsit că adsorbtia poate afecta în mare 
măsură creşterea ; viteze mici de adsorbfie a picăturillor de hidrocarbură 
au ca rezultat o perioadă de lag. mult mai mare-în creşterea discontinuă. 

Distribuţia mărimii picăturilor influenţează, de asemenea, durata peri- 
oadei de creştere discontinuă, existența picăturilor mari avind ca efect mări- 
rea timpului de consum a substratului solubilizat. Distribuția optimă a mă- 
rimii picăturilor de n-parafınă pentru creşterea drojdiilor este sub 30 um, 
preferabil sub 10 um. gi: | Say pasă) | | 

_ Mecanismul de contact între celula mierobiană şi substratul de n-parafine, ` 
Prima etapă în asimilarea alcanilor de către “microorganisme este prinderea 
alcanilor exogeni de către celule si transportul ulterior prin. peretele celulelor: 
la locul unde suferă oxidarea inițială. Mecanismul de transfer al n-alcanilor 
a fost studiat extensiv de Einsele şi colab;, (1975, 1979, 1983), Velan- 
kar (1975) Fukui şi Tanaka (191). — 

În ceea ce priveste mecanismul prin care este produsă o emulsie de substrat 
insolubil în apă, trebuie “făcută o distincţie între o macroemulsie, care este 
produsă de eforturile de forfecare ale  agitării mecanice, și o microemulsie 
care este formată de o substanţă adițională produsă de către drojdii. 

| Macroemulsia: conţine picături de mărimea 1—100 um, iar microemulsia 
este, formată din picături cu diametrul de 0,01—0,5 um, la interfața lichid- 
lichid în prezenţa - emulsificatorilor produşi uneori spontan de către micro- - 
organisme. = PRR rii rr SKA 

În cazul unei emulsificări quasispontana s-a stabilit că responsabilă 
Pentru: stabilitatea emulsiei este o- barieră mecanică structurală. Această 
barieră este constituită din microemulsii formate spontan la interfața 
ulei-apă. Transferul de “masă al cîtorva emulsificatori prin interfață ȘI - 
scăderea produsă în tensiunea interfacială locală conduce la emulsificare 
qiasispontană şi la formarea ‘de micropicături la interfață. 

Usurinta de a` produce compuși activi de suprafaţă (emulsificatori) la 
nivelul . membranei -celulare este uma dintre caracteristicile determinate 
ale asimilării n-aleanilor. ENEN a 2 na Cazi BN 

S-a stabilit că lipopolizaharidele izolate din pereții celulari ai micro- 
organismelor care utilizează hidrocarburi joacă un rol important in procesul 
de asimilare (Kappeli si Fiechter 1980). aula sn: 

S-a găsit că acest polizaharid este un manan conținînd circa 4% acizi 
grași legaţi covalent. | | 

„Cercetări: de microscopie electronic 
Cute pe n-aleani superiori sint inconjuré 
de macroemulsie care sînt create prin efectul de forfec 
nu sînt în contact direct cu celulele. 

- Microemulsia este creată la interfața | 
Către un agent activ de suprafaţă care poate fi produs de celule. Transportul 


ă au arătat că celule de drojdie cres- 
ate de micropicături, Dar, picăturile 
are al agitării mecanice 


fracţiei de alcan emulsionat de 
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unei astfel de micropicături se efectuează probabil prin difuzie turbulenti. 
Se presupune prezența unor poziţii de legătură pe suprafața’ celulei, care ar 
“permite aderarea microparticulelor. Acest gen de transfer la suprafata’ ce 
lulei poate fi mediat prin producerea de compuşi activi de suprafaţă. -Acești 
surfactanti pot asista la solubilizarea moleculelor de hidrocarbură Și ajută 


la trecerea lor prin peretele celular spre locul iniţial al oxidării. Studii asupra - 


ultrastructurii -celulelor de drojdie, asimilatoare de hidrocarburi, arată că 
pereții ingrosati ai celulei sînt traversaţi de canale care pot avea o natură 
„chimică. diferită, facilitind transferul (Meissel și colab., 1976). 


„4.6.3. BIOREACTOARE. 


Bioreactoarele industriale folosite pentru producerea de biomasă din 
n-alcani pot fi clasificate în două grupe: zi 

— Dioreactoare cu agitare mecanjcă ; 

— bioreactoare air-lift (tip Lefrancois), ... | 

„ Unele -tipuri de bioreactoare prezintă o combinaţie între agita- 

rea mecanică și tipul. air-lift (fig. 126); > `> E ` 
: oan Bioreactorul cu agitare mecanică, 
„cu şicane pe toată înălţimea, cu agi- 
tator-turbină în care aerul este intro- 
dus. printr-un distribuitor, este cel 
“folosit de Britich Petroleum pentru 


Scoţia la scara de 300 m? şi de aseme- 
nea la trei vase de 3 000 m? construite 
în Sardinia pentru proiectul „Italpro- 
„Un proiect special pentru un fer- 
mentator cu agitare mecanică a fost 
„construit de Einsele si Fiechter 
(1969). Acest tip. de fermentator este 
prevazut cu tub director si cu un sis- 
- tem de agitare care induce o emulsio- 
“nare a mediului. Lichidul este. forțat 
z by „să curgă înapoi către agitator, astfel 
Fig. 126. Tipuri constructive de bioreactoare încît substratul insolubil este dispersat 
care au fost folosite in producerea de + | ai: Baa TE j 
biomasă microbiană din hidrocarburi: în Întreg reactorul. HAN'I B 
3 = Nas cu agitare mecanică și sicane; _- Pentru substraturile de: motorină 
_. 4 — vas cu circulația fluidelor indusă prin ake i | ae “ctre 
„agitare, prevăzut. cu plăci perforate care Britich Petroleum a folosit. un. siste 
induc emulsionarea mediului; - - - air-lift la care cel mai important para 
-C — tipul de gaz-lift clasic; : bien = i acest 
D — tipul de gaz-lift IKanegatuchi; ` metru implicat în proiectul pentru a 
E —-acrator cu jet. descendent ;. - „substrat este corelatia între viteza de 
F — reactor cu buclă externă de _Tecir- a : ` N A ‘rector 
le „ ascensiune a mediului în tubul direc 


-culare. A ee 


ras VA i SEE ei e a ee MESH Late tie aa apt e su CE ai 


bioprocesul' pe n-aleani dezvoltat in 


” 


i productivitate, care „sînt: într-o: relaţie lineară. Proiecte similare de air-lift 
clasic au fost folosite si de Institutul Francez -de Petrol. hs ate 

Există citeva. sisteme de air-lift modificate în care circulația mediului 
de fermentație din regiunea cu diametrul mai mare în braţul lateral-este asi- 
gurată de forța aerului. Proiectul: Kanegafuchi folosit pentru Liquichemica 
S.p.A.'este-un. astfel de exemplu. si i 


Un alt proiect special, apartinind lui Vogelbusch, este o aplicaţie a-aera- 
toarelor cu jet: scufundat, care folosește o. pompă bifazică deosebită, capabilă 
să transporte un amestec gaz-lichid omogen, cu o greutate specii. că de 0,4—0,9 
(Schreier, 1975). cee Sr. | 

Bioreactorul cu buclă de reciclare, proiectat de Blenke (1980), a fost. 
de asemenea folosit în cultivarea drojdiilor pe substrat de n-parafine. Acest 
reactor constă dintr-un vas vertical, cilindric, cu un raport diametru-inal-. 
time de 1:5 — 1:10 şi prevăzut .cu tub „director concentrie, Raportul 
optim între diametrul cilindrului interior fata de “diametrul exterior este 
0,5—0,6. Tubul director este fixat în interiorul reactorului ` într-o astfel de 
poziţie încît asigură o curgere continuă a fluidelor la baza-şi în vîriul lui. Deci 
este indusă o curgere. circulară directionata ‘cu ajutorul unui jet de, lichid. 

Prin urmare, aceste modificări trebuie “să asigure simultan un transfer 
suficient de oxigen, o dispersie eficace a fazei de hidrocarbură și, în același 
timp, să permită eliminarea căldurii de. reacţie. 


"464. PARAMETRII DE CULTIVARE 


Biosinteza: proteinelor în proces continuu la’ scară industrială este strîns 
legată de. procesul de multiplicare a piomasei, respectiv faza de fermentație. 
Aceasta a: necesitat rezolvarea unor importante probleme tehnologice 
legate de alegerea unor” parametri optimi de cultivare care să ducă la viteze 
şi randamente mari în biomasă, eliminarea căldurii rezultate din fermentație, 
limitarea contaminării, recircularea efluentului etc. Ls Al 
4.6.4.1, TEMPERATURA CULTURII 
Dezvoltarea optimă a unui microorganism are loc într-un interval de 
temperatură bine definit. pare jeie oihu Se Aae -nii 
_ De obicei, un proces de fermentație pentru producerea de biomasă. miero- 
biană cu drojdii se desfăşoară între 26 şi 35°C. O creşiere a temperaturii de 
lucru. la 40*C, ar avea citeva avantaje: . pi Sent 
— costuri scăzute pentru :echipamenti 1 de răcire; 
—. costuri energetice reduse pentru: răcire; ne” 
— menevrarea mai usoara in regiunile cu climat mai cald ; 
— contaminare “mai redusă in cazul folosirii drojdiilor. 
Problema răcirii este un punct critic în procesele is dir capii. E ati 
A menține o temperatura constantă în bioreactor, trebuie transferată căldura 
de la următoarele surse: i paie 
— căldura produsă de agitator (pentru -amestecare „şi aerare) ; 
Fa căldura produsă de metabolismul n-aleanilor. 
De exemplu, necesarul de răcire estimat pentru procesele pe n-alcani 
Purificati si motorină ale lui British Petroleum pentru capacitatea de 100 000 t/ 
Jan este de aproximativ 4,6:10° kJ/h (Einsele, 1983). 


rf 
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"mel consecință, o temperatură de creștere de 30...32*C reprezintă 4 

limitare ‘serioasă. . În multe părți ale lumii, astfel de temperaturi nu pot 

fi realizate decît cu. cheltuieli foarte mari pentru: dispozitivele de răcire. 

Un microorganism cu temperatura de creștere optimă mai mare decit 35C 

is exemplu pentru drojdii, in domeniul 40...45°C) va fi considerat. valoros. 

n schimb, temperaturile de creştere mari pot avea si alte “consecinţe. ca: 
- — reducerea dimensiunilor celulelor. cultivate ; & fe 

< — modificarea compoziţiei microorganismelor, prin schimbarea pro- 


filului de zaharuri, lipide sau acizi graşi. “i 

_ -O metodă de estimare a cantităţii de. căldură produsă în bioprocesul 
de hidrocarburi este bazată pe măsurarea căldurilor de ardere a_hidrocar 
burilor. și a biomasei. Kanazawa (1975) presupune că numai hidrocar- 
burile trebuie considerate ca materie prima, drojdiile, fiind considerate ca 


produs ; restul de materiale pot fi neglijate, cel puţin din punct de vedere 


al bilanţului termic: | Si 
„Se poate scrie formula: - 


C, 


ai ee sh oana 4 „(263 
EV sey Vals. ee < y ) 
în care: H este căldura dezvoltată prin metabolism(kJ [kg de drojdie produsă); 
"Cs — căldura de ardere a hidrocarburilor. (kJ/kg; - 
C, — căldura de ardere a drojdiei uscate (kJ/kg); 
Yz/s — randamentul de transformare a hidrocarburilor în. biomasă 
. (kg/kg). | 


- Din aceste măsurători, Kanazawa (1975) a calculat: ` 
„— căldura de arderea a: biomasei uscate este de circa 20000 kJ/kg; 
_— căldura de ardere a hidrocarburilor este ‘de circa 48 000kJ/kg. 
De aici se -poate;calcula căldura produsă într-un bioproces cu. drojdii 
pe n-alcani :, : VAES | aan 


~ 48 000 
aM a 


~. m 


— 20000. . (264) 
deor eas P : 

Pentru a menţine temperatura optimă de.crestere in bioreactor, această 
_mare cantitate de: căldură produsă este îndepărtată prin diverse mijloace 
de răcire. Ros 4 Si Se 3 
„luat în considerare următorii parametrii de creştere : 

— Viteza specifică de creştere: | 


Pentru găsirea. condiţiilor optime de producţie a masei celulare s-au 


-In2 


ra 


E u= n, | 4269) 


„la — timpul. de dublare. a concentraţiei celulare (n); - 
p= randamentul de transformare Yas. exprimat prin: 
aves „kg biomasă produsă < (266) 
: kg hidrocarbură consumată 
— proteina brută din biomasă, exprimată prin: . 
| -CPS AN + 6,25 ; 
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= $ rata de dilutie, exprimată prin: 
| = debitul de alimentare cu lehide [Lh-i PR 
Ra, Die lene]: > (267) 


volumul -total delucru din bioreactor (L) 


i — přoductivitatea o5 


s 9 TD E E ce - == (268) 
unde : X este concentrația de biomasă uscată (gL. ot Pa l 

=- Îm tabelul 72 sînt prezentați parametrii de creştere ai unor tuplini de 

"drojdii pe hidrocarburi lichide în experimente de laborator si pilot industrial. 


-© % © 46.4.2, pH-UL SI CONTAMINAREA 


- Un řol la fel de important asupra vitezei de creştere a: randamentului 

-în biomasă îl are pH-ul. “se, Cta pal EA j 

Levurile prezintă avantajul. de a creşte convenabil în medii de cultura 
acide, domeniul cel mai favorabil de pH fiind cuprins intre.3 și 5,5, în care 
“cele mai multe specii de bacterii nu se dezvoltă. | $ i E 
= Problema care se pune este dacă procesul drebuie să fie operat în con 
ditii sterile sau nesterile. O- operare sterilă este obligatorie cînd este cultivată 4 
o tulpină selectată. În rest, condiţiile sterile:sînt cel mult restrinse la treaptă 
‘de propagare a procesului, treapta de :separare fiind operată in condiții igit- 
"nice normale. O operare nesterilă necesită selectarea-acelor condiții de proce 
care să ducă la o creştere optimă a microorganismelor. primare si la umg 
minimală a contaminantilor în: mediul de cultură. Aceşti: contaminanti st 
introduc in principal prin sistemele de aer si apa... vet | ni 


, r 4.6.4.3. DENSITATEA CELULARĂ 

S-a observat că o densitate celulară ridicată nu antrenează in mod necesal 
o productivitate ridicată, deoarece această productivitate depinde de rata 
de dilutie. Pe de altă parte, o-densitate celulara ridicata este importantă pentu 
reducerea costului de recoltare a celulelor. 


Dacă mediul nutritiv: conţine în .exces toţi nutrientii necesari creşterii 


si dacă in el nu: se formează metaboliți inhibitori ai creșterii, atunci un fact 
limitant va fi accesul oxigenului. într-o populaţie celulară foarte dens: 
Pe substrat de n-alcani puri, densitatea celulară în cazul drojd'ilor atinge SE 
lori mari, în jur de 25 g/l, deoarece se formează puţini metaboliți inhibitori: 


3 LANE ad mt | a: a dă “vă 
În cazul substratului motorină, situaţia este foarte complexă. Se obser’ 


că densitatea celulară nu are o valoare prea mare deoarece se formează canti 
tati mari de inhibitori de tipul acizilor grasi, lineari sau ramificați, care sin! 
„produşi intermediari ai metabolismului. OS 2 4 i J 

Actiunea inhibitoare a acizilor graşi solubili este explicată prin adsorb|!* 


lor pe situsurile enzimatice active ale celulelor de drojdie (Champagnat, Eo 
Viteza specifică maximă de creștere a drojdiilor pe hidrocarburi © i 
mai mică în comparaţie cu acelea crescute pe hidrati de carbon. Ei nse 


hee Z a A E: - j „darei 
şi colab. (1983) arată că un “necesar mai mare „de oxigen pentru o 
hexadecanului împlică-o. viteză mai scăzută de sinteză a biomasei (tabelul 4 
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Tabelul 73 


Date experimentale comparative ale creșterii: drojdiei Candida tropicalis 
„pe hexadecan si pe glucoză (1% greutate volum) 
(Einsele și colab., 1983). i 
Parametrii - U.M. | Glucoză n-hexadecan 


` 
N 


Randament x `g (substanţă uscată) 0,51 i 0,98 
; ; g (substrat) 7 
Viteza specifică de creştere A ] a 
max mă (U maz) j h-i ; 0,68 0,28 
Consumul de O, “| mmoli O2/h/g 112 14,0 
Ua „| (substanţă uscată) d 
Coeficient de respiraţie (RQ) | ~ | 1,005 0,46 


a — 


Variația ratei de dilutie, deci a ratei de creştere, are consecințe asupra - 
compoziţiei masei celulare, în special asupra conținutului în proteine, lipide 
Și acizi nucleici. — cu ri l | 

Conţinutul în acizi nucleici este in legătură directă cu rata specifică 
de creştere, putîndu-se limita acest conţinut prin rate de dilutie moderate. 


4.7, SEPARAREA BIOMASEL 


~~ La ieşirea din fermentator, mediul de cultură este format dintr-o faza 
apoasă ‘continua unde sînt dispersate celulele de drojdie; eventuale resturi 
de hidrocarburi, constituenți minerali $i bule de aer. | l 
Indepartarea apei din lichidul de fermentație, care contine aproximativ 
10—30 g de biomasă la litru, este uri procedeu dificil şi complex. In procesele 
de substrat de n-alcani separarea produsului microbian se face de obicei 
Prin centrifugare si spălare. A, Ji : Laat 
Pentru că n-alcanii- sînt aproape complet . consumaţi de către drojdii, 
îndepărtarea n-parafinei reziduale şi separarea produsului finit nu este o 
Problema ca în cazul procesului pe motorină. ia tae 
Procesul de separare în cazul proceselor pe motorină este cult ne com- 
Peat, pentru că 70—90% din hidrocarburi nu sînt motatolizate ŞI pipe 
îndepărtate din biomasă. În treapta de decantare, miercorgan:smele 4 
dică în partea de sus a fazei uleioase, unde sint dezsețateinainte de a fi n di 
la centrifugare. Aceasta este urmată de tiscare și îndepărtarea motorinei 
Din filtrare continuă în contracurent cu solvenţi. hee i 
Celulele recoltate prin centrifugare se prezintă sub forma Sa d ac: 
de drojdii“ cu o concentraţie de 150—250 g/l. Uscarea celulgtor i SER ‘gies 
WVanorarea rp cantitati importante de apa sub un vid parțial in evapora- 
loare clasice, Uscarea finală. are loc prin atomizare. Parametrii capiat z 
*Peratiei de atomizare sînt ‘temperatura si debitul de aer cald introdus = 
îtomizor. Aparatele moderne sînt dotate. cu sistem de d oo aoe 
Pentru asigurarea “unei producţii constante sub, aspect cantitativ si calitativ. 
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| Costul operaţiilor de separare a biomasei microbiene ‘este influențat 

„de. unii factori cum sînt: separarea masei celulare din mediul. de cultivare, 
“br ecircularea substratului nefolosit si tratamentul termic în. sl prelucrării- | 
„care. nu trebuie sa afecteze calitatea biomasei.. 


în final, procesul de. separare Şi prelucrare trebuie. să - condi la un | 
produs cu un conținut sagai in contaminanti si ate microorganisme parpgens 


8. PROCEDEE DE FABRICARE 
"A PROTEINELOR DIN N-ALCANI 


| paul care există pentru ARE A comercială a Saal de bio- < 
masă microbiană din n-alcani este evidențiat de: numeroasele patente deti- 
Bute de. multe. firme. 

„Cele mai multe amie peste » patente care se refer’ la procese dezvel 
a scară de pilot seminidustrual sau. de pilot industrial folosesc drojdiile, in 
special specia Saccharomycopsis (Candida) lipolyjlica. 


~ 


4181. PROCEDEUL BRITISH PETROLEUM 


NE procedeu utilizează n- parafine Separate cu site moleculare din 
tractiuni petroliere cu intervalul de distilare de 220. , 230°C. - 

Procedeul . prezentat. în fig. 127 se desfăşoară in condiţii sterile. , Soluţiile 
apoase de săruri minerale și: factori de creștere sînt alimentate, continu 7 
printr-un, sterilizator. Aerul este introdus în bioreactor printr-un filtru ste 
_vilizant. pH-ul se mentine automat la valoare constantă prin ` alimentarea 
continuă a amoniacului gazos în linia de aer. Căldura dezvoltată in timpul. 

procesului este îndepărtată printr-un schimbător - de căldură. 
Produsul este scos continuu cu debit constant ` şi este concentrat pini 
D 20% Sup Staut sin Crema de- drojdii este apoi pasteurizată si 
| SUT 


Aerisite AIRES 


Minerale g | : ©) j ; E 
Inocul . “ite y l 
Pan ts 
: c $; 
Apă E 3 
SRS „Apă separată D 
d .n-Parafine ’ La Produs 


finit 


Fig. 127. Procedeul British Petroleum de fabricare a proteinelor din n-parafine: 


S — separator ; St — sterilizator; G — răcitor; B — bioreactor; H— încălzitor ș E — eva’ 
porator ;. D — uscător; V — ‘vas stocare (Einsele, 1983). 
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Aerisire. 


_, Motoring . 

: si deporafinată 

Inocul i 
Minerale 

| Apa 

` Motoring . 


wap ENUEN 
Aer i 


Aer cald i 


Coloană de 
‘recuperare 


Produs 
finit > 
l ) de motorină : ; > 
B — bioreactor; R — răcitor; S — separator ; U — uscător; Ex — extractor; Eo — 
evaporator ; V — vas stocare (după Champagnot, 1974 si Einsele, 1983). 


Fig. 128. Procedeul Institutului Francez de Petrol de fabricare a proteinelor pe substrat 


4.82. PROCEDEUL INSTITUTULUI FRANCEZ DE PETROL 


| Acest procedeu folosește ca substrat motorina. Schema de flux tehno- 
logic este prezentată în fig. 128. 

Fermentatia este realizată in patru fermentatoare care sint alimentate 
cu mediu mineral şi motorină nesterilizate. În fluxul continuu pH-ul este 
menținut la o valoare mai mică de 6 prin injecție de amoniac. Fosforul este 
furnizat sub formă de acid ortofosforic. Temperatura de proces este menfi- 
-nuta la 30°C, printr-un schimbător de căldură. exterior in care se foloseste. 
apa de mare. l 

"Din motorină sînt consumate in procesul de fermentație numai n-para- 
finele, iar restul de hidrocarburi, în proporţie de 70 —80%, trebuie indepar- 
tate din produs în faza de separare. Debitul de produs merge mai întii la un 
vas în care drojdiile sînt decantate şi dezaerate, de unde sînt trimise la centri- 
fugare, operaţie prin care cea mai mare parte a motorinei este îndepărtată. 
Apoi drojdia este uscată, urmele de motorină fiind îndepărtate prin extracţie 
continuă în contracurent cu solvenţi. În final solventii sint stripati din celule 
în uscătoare şi recuperafi prin distilare pentru a putea fi refolosiţi. 

Un alt procedeu in două trepte este folosit în Japonia de către Kanega- 
fuchi Chemical Industry Co. Ltd. Procesul de fermentafie se desfasoara 
în flux continuu; primul bioreactor contine o bacterie, iar al doilea o drojdie, 
etluentul de la separare fiind recirculat în primul vas de fermentație. 
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Un procedeu continuu de cultivare, în două trepte, care folosește drojdia : 
Saccharomycopsis. lipolytica a fost folosit de compania Gulf Research and 


Development în bioreactoare de 50 ms. 


„Biomasa obţinută este bogată in aminoactzi cu sulf, avînd un conținut 


„crescut în azot, lizină, metionină şi cisteină. 


„4.8.3. PROCEDEUL .DAINIPPON INK & CHEMICALS INC | 


rafine folosind ca microorganism o drojdie din genul Candida. 
Industrializarea s-a făcut printr-o societate mixtă româno-japoneză 
pentru un modul de 60000 t/an proteine monocelulare. ae 


Concernul Dainippon a industrializat în Român'a o tehnologie pe n-pa- 


4.8.3.1. CARACTERISTICILE SUSEI PRODUCATOARE 


_ Microorganismul utilizat este o specie nouă de drojdie din-genul Candida 
care în urma  caracterizării taxonomice a fost denumită Candida paraffinica 


- şi înregistrată în acord cu tratatul de la Budapesta sub indicativul FERM-P 


"Noza325 it a. 

_ Ea aparţine următoarei încrengături : - 

 Eumycete tee a i 

~ Deùteromycete - ; 

Cryptococcales . NA 5 i 
Cryptococcidee 5 

ae „Candida... ec | | | 
“Această sursă nu formează ascospori si arthrospori, nu produce caro- 
tenoizi, se propagă. prin înmugurire multipolară si formează pseudomicelii 


“în anumite condiţii de carenta, fiind clasificată ca o drojdie asporogenă aparti- 


hind genului Candida 


= „Alte oligoelemente ca; B,Se, Mo, Co provin din apa folosită in, proce- 
sul. de producţie; | Ro ck: eset Apt fe 


“obţinerii unui. produs lipsit de toxicitate. © - 


- 290 


Din:punct de vedere morfologic celulele sînt sferice, ovale sau alungite 


i cu diametrul de 1—15 microni. 


pH-ul tolerant este între 2 şi. 90, cu valoarea optimă cuprinsă între 


40 şi: 5,0, iar temperatura tolerantă este între 10 si 40°C, valoarea optimă 
SCHIO 20500 SO CTA e . 


„48.32. CARACTERISTICILE MEDIULUI NUTRITIV | 
„Materiile prime utilizate sînt :- Şi 
a P n-parafine ca sursă de carbon. și energie; 
— amoniac gaz ca sursă de azot; A 
— fosfat amoniacal-ca sursă de fosfor; - 25! 
— sulfat de potasiu şi hidroxid de potasiu ca sursă de K; 
— -sulfat de magneziu ;. Dă; n SS ma ee: Bs. 
= oligoelemente. formate din ‘sulfat de zinc, sulfat de Cu, sulfat de 
mangan, sulfat. feros, azotat: de calciu... — oa: | 


Caracteristicile acestor materii prime se referă la puritatea lor în vederea 


- 483.3, STABILITATEA BiOPROCESULUI 


Stabilitatea procesului tehnologic este garantată de menţinerea para- 
metrilor în intervale strînse, ceea ce garantează producţii de proteină mono- 
celulară cu caracteristici constante pe perioade mari de timp, 60—120 zile. 

Stabilitatea -susei în microclimatul din’ fermentator pe perioade lungi 
„se caracterizeaza indirect prin produsul finit si anume prin distribuţia amino- 

acizilor, care la apariţia unei schimbări mutagene isi schimbă proporția 
sortimentală. — ay i 

Controlul stabilității sursei se efectuează direct prin analiza unut com- 
ponent celular, şi anume mananul din membrana celulară prin rezonanță 
magnetică cu protoni. Acest test diferențiază exact un număr de circa 40 specii 
de Candide. ne ' 


4.8.3.4. PARAMETRII DE OPERARE AI BIOPROCESULUL 


Schema de flux tehnologic este prezentată in fig. 129. 

_ -Acest procedeu a fost conceput si se’ desfășoare în condiţii sterile si să 
asigure o rata ridicată de transfer a oxigenului, un sistem de răcire eficient 
și o “dispersie: buna a n-parafinelor. - 

- . Procedeul se. desfășoară în circuit închis cu o probabilitate de contami- 
nare nesemnificativă... tru Ae | 

La început întreaga instalaţie utilizată în procesul de fermentație, 
compusă din fermentatoare, răcitoare de biomasă, sterilizatoare, conducte 
ett., se spală si se sterilizează cu apă fierbinte si abur. A 

De asemenea, se sterilizează toate componentele mediului de cultură, 
Înainte de a: fi introduse în fermentator. 

- Aerul se comprimă şi se purifică prin filtrare pe filtre cu porozitate de 


0,2 “um. 


_ Gaze exhaustate 


-3 Prep. inocul | 


ne 


n Parafină - 


Mediu 
nutritiv 5 
Ter molizor Atomizor Produs 
Reciclu 1-15°/s 

Nod No.2 
| FERMENTATOR 


Separotor Evaporator Si loz 


—> La emisar 20°% ` 


‘Compresor, ‘Filtru aer T 
3 ae Reciclu 2-30%e 


' Fig. 129. Procedeul Dainippon de obținere 


Epurare ape rez. 


a proteinelor din -drojdii pe n-parafine. 
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" Faza. productivă cont: nuă este precedată de faza discontinuă de creştere 
ia concentraţiei de „biomasă care se desfăşoară . in. fermentatoare de inocul 
in 5 trepte: - 


` — faza laborator in flacoane aia la temperatura de 35°C, pina ce 
concentraţia celulară ajunge Ver po = 20: g/l; 


= . faza de. inocul in. fermentatoare „Jar“ cu volum de 37—100 l, de 
asemenea pînă la concentraţii de 15—20 g/l; w j i 


Aa faza de inocul secundar, cu volum util de 2 m3 ; 


„2 = faza de inocul terțiar cu volum util-de 20 m?, care‘se dese teat in fer- 
_ mentatoare metalice. de tip, coloană cu. barbotare sau gaz-lift ; 


— ultima fază de. inoculare are loc chiar în: fermentatorul de producţie 

cînd, după inoculare cu inocul terțiar, se realizează discontinuu. creşterea 

biomasei pînă la concentraţia de 20 g/l, fază în care se reglează şi concen- 

tratiile elementelor nutritive pînă la nivelul fazei de BLO Nene continua, 
Rata de inoculare este de 2,5—10%. : | 


Faza - continuă de fermentație se efectuează într-o baterie de două 
fermentatoare, din care primul fermentator este de tip gaz-lift si realizează 


l 85— 90% din întregul ciclu de fermentație, iar cel de al doilea de tip coloană 


cu barbotare este, prevăzut pentru perfectarga conversiei materiilor pui 
„pînă la un nivel tehnic rentabil. 


‘Rata de aerare este de 0,7 1/l/min, cu menţiunea că cea mai mare parte 


„a cantităţii de aer este necesară pentru: ridicarea biomasei în fermentatorul 
gaz-lift, deci are rol dinamic. . a 


A Biomasa. cu o concentraţie de 20 g/l se a dft obțin îndu-se 
o„cremă. de levuri“ cu 120 g/l substanță uscată, după care se termolizează 
pentru spargerea peretelui celular, se concentrează mai departe ] a la 24%, 
prin evaporări in vid si, în final, se usucă prin” atomizare. 
Controlul automat al parametrilor pe-flux garantează calitatea şi can- 
titatea produsului, finit, lipsa de contaminare, absenţa drojdiei producătoare 
` viabile,-cit şi lipsa impurificatorilor toxici (metale grele, aromate cancerigene, 
toxine). | : : 


+ 


4. 8. 3. 5. CARACTERISTICILE PRODUSULUI FINIT 


Celulele de. drojdie neviabile constituie biomasa uscată. Dimensiunile 
celulelor moarte sînt mai mici decit ale celulelor vii. Principalele caracteris- 
tici ale- biomasei proteice sint pr ezentate in tabelul 74. 


| | “ Tabelul 74 
rs “Caracteristicile biomasei proteice obţinute prin procedeul Dainippon 


Vitamine - 


Compoziţia Elemente : | —... mits Ă al 
alga ay ae . | Oligoelemente - mg/loog ` Impuritati 
„chimică - minerale | o ` produs a | 
1 aptă See Sie $e ia 
„ Proteind brută. — . | P — 2,06% Fe — 300 ppm | B,— 0,13 | Alcani reziduali 
—53 + 2% = S A : — 0,037% x 
Umiditate < 8% -| K — 2,59% “Zn — 70 ppm B, — 12,2 Aromate reziduale 
J ; i IP Maui f Ey. ne —55 ppm ` 
Grăsimi brute -| Mg — 0,21% | Mn — 25,3 ppm| Be — 2,27 
Pa (2968 Sa a ; - P EERS = 


059 


Tabelul 74 (continuare) 


| acy SOS BAF ig a). EENS ee pe 5 
Cenușă brută Ca —- 0,043% | Cu — 7,2ppm | B,, — 1,26x 
942% : 4 x 10-3 
‘ Pb — 4,0 ppm | Acid nicotinic | 3, 4 Benzopiren — 
65,9 > 0,5 ppb 
- | 1, 2,5, 6, Diben- 
- . ' zantracen N.D. 
Fibră brută “1 As — 0,2 ppm | Biotină — 0,13 | 20 Metilcolanten - 
5 + 2% i ` + = N.D, i 
Digestibilitate ` | F — nedetec- Ac. folic — 0,31 
minimum 90% tabil 
| od Hg — nede- Inositol — 
tectabil 4,7+ 102 
i Ac. pantotenic 
— 22,5 


© N.D. — nedetectabil; ppm — parti per: milion ; ppb — parti per bilion. 
_ Produsul absoarbe. umiditate din atmosfera de stocare, astfel că după 
30 zile de stocare într-o atmosferă cu 70% umiditate relativă, umiditatea 
produsului crește de la 4 la 17%. | ne 


4.9. VALOAREA NUTRITIVA ȘI INOCUITATEA 


Cercetările biologice efectuate asupra biomasei protetice a drojdiilor. 
crescute pe n-alcani au stabilit că acestea au o valoare nutritivă compara- 
bilă cu cea a proteinelor din alimentele de bază, evidenţiindu-se conţinutul 
mare in aminoacizi esentiali,. indispensabili creşterii si funcţionării normale 
ale organismelor animale si umane (tabelul 75). 


F : Y Tabelul 75 
-- Compoziţia în aminoacizi a drojdiilor și a unor alimente de uz uman 
: > (Einsele, 1983) 


Conţinutul (g/16 g azot) de aminoacizi in 


oar Proteine traditionale Proteine | 
Aminoacidul ` seks de Kanegafuchi- de uz animal de uz uman 

re ip, A Liquichimica Făină Extract Ouă Referinţă 

; ie aT 5 de peste | de soia i B.A D: 

De 
Izoleucină ashy | 4,6 4,6 5,4 6,7 1,2 
cucină | 74 7,1 7,3 7,7 89 4.8 
Cnilalanină ' 4,3 4,3 1,0 5,1 5.5 “e 
irozină 3,6 3,8 2,9 2,7 4,2 re 
aconină 4,9 5,4 d? “ a res 
alină 5/9 f: 5,5 15,2 5,0 1,3 4,2 
Arginină 5,1 5,1 5,0 7,7 -— — 
listidină 2,1 ER 2,3 2,4 — % 
zing 74 7,0 7,0 6,5 6,5 4,2 
Cisteină 1,1 1,5 ons 1,4 2,4 2,0 
Metionină 1,8% 0 y 2,6 be 5,1 2,8 
Triptofan 14 1,0 12 is 1,6 14 

În 2 a a Ri 


Total acizi cu sult | 2 | 2, | 3,6 Pee A. "7 getea 


Valoarea nutritivă a ae din, drojdii crescute pe n-alcani a fost, 


“evaluată pe diverse specii de animale, de-la rozătoare la animale domestice, 
incluzind pui, “găini. ouătoare;- purcei. . 

Valorile, biologice tipice pentru tulpini de Candida lipolytica crescute 
pe n- -aleani sau motorină sînt 61, respectiv 54. După suplimentare cu 0,3% 
D,L-metionina, “valorile biologice corespunzătoare sînt 91 si respectiv 96. 
Aceste valori pot fi comparate cu 65, respectiv: 97, pentru proteine: din soia 
si ou uscat (tabelul 76). 


Tabelul 76 


Utilizarea proteinei nete, digestibilitatea reală si valoarea biologică. 
a substanţelor proteice cu sau fără adaos suplimentar de metionină 
(Levi. și colab., 1979) | 


H iz Utilizarea | 1, Pi A tas : K 
Substanțe proteice ; neta A ri A i cae 
i £ a proteinei |.“ pr = 
Drojdie British Petroleum Toprina G. y 594 w i 96: 61 
Drojdie British Petroleum 88 96: 91. 
Toprina S + 0,3% D,L-Metionină : A La 
„Drojdie, uz. uman - | eth 83 46, 
` Drojdie uz uman + 0,3% D, L-Metioning ae PR) 900 SA 96 
Proteină comercială din soia qS 42 100. a 42 
Proteină comercială din soia a 0,3% r 64 wk) „09 
-D,L-Metionină arate: me A 
Ou uscat pr 90 100 - aa 590 


Ou uscat + 0,3% D, i Metionină a Te ara aka i 100) 5 97 


Un interes. deosebit i prezinta : si vitaminele hidr osolubile din grupa B, 
"care fac să crească valoarea biologică a drojdiilor pe n- parafine. 
De asemenea, provitaminele D se găsesc într-un procent suficient de 
mare. care asigură levurilor iradiate proprietăți: antirahitice. 
| În afară de: proteine Şi vitamine, în compoziţia lor mai intră si alti pro- 
duşi- valoroşi, cum ar fi: glucide, lipide, substanțe minerale. 
Tnoeuitatea. Scopul testelor -de toxicitate a biomasėlor proteice este- de,a 
evalua riscul potențial pentru animale şi om. - ¢ 1I 
“Pentru că unii compuşi aromatici, policiclici, sînt. recunoscuți ca agent’ 
cancerigeni și sînt prezenţi în petrol, conţinutul in aceşti compuşi din biomasi 
microbiană a fost intens studiat. . | 
“Drojdiile care cresc pe motorină şi n-alcani ain contin nivele minime 
de: compuși. aromatici policiclici la fel ca şi, drojdiile - alimentare (Levi |! şi- 
colab., OE Be OTS A 4 s aS: : 


- 


„254 


p 


in procesele pe substrat-de n-aleani purificaţi, se folosesc în mod obis- 
nuit parafine care contin in total mai puţin: de 40 ppm compusi aromatici 
(tabelul 77). 


Tabelul 77 


„Standardele recomandate pentru biomasa proteică 
y (L.U.P.A.C., 1979) _ 


Benzopiren (ca indicativ pentru prezenţa hidrocarburilor aromatice poli- 
ciclice) ; ; ataf or. <e l 
Acetilacetonă, substanţă cu reacție pozitivă (pentru formaldehidă) 
Pentru biomasă proteică din alcani: l 
„total hidrocarburi 
total hidrocarburi aromatice 


<5 ppb 
< 20 ppm 


Substratul folosit de British Petroleum pentru prodiicerea bio masei din 
n-alcani conţine mai puţin de 1 ppb (adică la limita inferioară de detecție). — 
de 3,4-benzopiren, 1,2,5,6-dibenzantracen sau metilcolantren. Aceşti 3 com- 
puși nu se regăsesc în biomasă sau în produsii secundari (Einsele, 1983). 

„S-a tras concluzia că un control atent al purității- materiei prime de 
bază sau a procedurii de extracţie cu solvent (în: cazul folosirii motorinei) 
este esenţial pentru. a. fi siguri de absenţa compuşilor aromatici policiclici 
din biomasa proteică. ie în Fre ens 3 i 

|. Produsele microbiene trebuie să corespundă recomandărilor I.U.PA.C. 
Pentru. standardele microbiologie. ale proteinelor neconvenționale de uz 
zootehnic (tabelul 78). | 


Tabelul 78 


Standarde microbiologice pentru proteine neconvenţionale 
l i _ folosite în hrana animalelor 


at (recomandări 1,U.P.A.C. 2241979) fai 
i E ii a E E 


Număr bacterii viabile (total bacterii per gram 


acrobe) . ' A i - < 100 000 
Mucegaiuri viabile < 100 
E nlerobucteriaceae < 10 r n 
Salmonella ) E i per 50 g 
Staphylococcus aureus 
“Total Clostridii - < 1 000 
Clostridia perfringens 5 Met, a 


Streptococci 


Experimentările efectuate pe loturi mari de animale prin’ încorporarea 
le doze importante de biomasă în rațiile alimentare au stabilit că proteinele 
le hiosinteză au o: valoare biologică ridicată, digestibilitatea de peste 90%, 


i sînt lipsite de-toxicitate atît la obţinere, cit si după depozitare în timp. 
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4.10. ASPECTE ECONOMICE 
Factorii care influențează costurile de producție a biomasei din hidrocar- 
~ buri sînt similari. cu aceia din procesele pe alte substraturi (metanol, hidrati 
de carbon) şi depind de microorganism, substrat, nutrienți si de condiţiile 
de proces. >- Tr d te SES, ~ ps IN 
` Calculele economice asupra. costurilor proteinelor obţinute prin, biosin- 
“teză pe'baz& de hidrocarburi; alcooli sau alte substanţe, au dus la un pref 
de cost competitiv cu cel al proteinelor care provin din surse“clasice. © 
= Cînd se alege tipul de organism care urmează a fi folosit, aspectele im- 
-portante care trebuie considerate se referă la viteza de creştere si randa- 
- mentul de. transformare a substratului, stabilitatea în cultivarea continuă, 
precum si la mărimea celulelor. Viteza specifica de creştere și coeficientul de 
transformare, caracteristicile microorganismului influenţează productivitatea 
„şi nivelul de producție. l LE T l 
_’ Substraturile folosite în prezent pentru producerea de biomasa micro- 
_ biană pot fi împărţite in două grupe: 4 | A 
| — substraturi care rezultă din combustibili fosili prelucrati în industria 
chimică sau petrochimică, cum ' sînt n-alcanii, metanolul, “etanolul, me: 
“+ tanul etce.; ji [i TAE 49, ia re 
— substraturi de origine vegetală sau animală care deseori sînt consi- 
- derate. deşeuri, de.exemplu : melasa, zer, amidon, extract de. porumb si deri- | 
vate proteice. _ eer îi AG ev 
Recentele creşteri în costurile. petrolului și nesiguranța disponibilitatilor 
de ţiţei și gaze naturale în ţările O.P.E.C. au condus la creşterea interesului 
pentru substraturi din deșeuri. — | 


See oe eee ee ae a eee X 
DD = - OO. N 


Preţul substratului contribuie cu un procent de 20% la pretul total al 
procesului. În tabelul 79 este prezentată o comparaţie a conţinutului de © 
din diferite substraturi. : E sie > 


“Tabelul 19 


Conţinutul in carbon al diferitelor substraturi . a 
„> "(Binsele, 1983) i 


a enbateat PSE Conţinutul în ` "Conţinutul de G relativ 
OS ii ` -| carbon/gram substrat |- in. glucoză (%) 


Glucoză si hidrați de carbon - 


" înradiţi 4.  - 0,40 rea [23 100 

Metanol > > E : ` 0,38 > ad Uta 95 

Metan eh Ne OPTE ahh Ge 188 

Etanol : 0,5 2 ad „130 
a REE lire 218. 


_ n-Alcani 


“Din tabel se observă că n-alcanii sînt substratul favorizat. Folosirea M 
aleanilor pentru producerea de proteine este influențată de mai multi facto! 
in primul rind n-alcanii sint produsi ai industriei petrochimice și de; ace? 
trebuie ţinut cont de costurile care cresc rapid $i de disponibilitatea redusă: 
În-al doilea rînd, un 'substrat care este în mai. mare măsură redus, așa cumi 
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sint n-aleanii, necesită o aerare foarte mare care să asigure necesarul crescut 
de oxigen pentru metabolismul oxidativ, influentind astfel costurile proce- 
sului. 

În toate procesele; in’ care se produce biomasă microbiană, se folosesc 
cantităţi substanțiale de apă pentru alcătuirea mediului de cultură. Nece- 
sităţile de apă pentru o capacitate de producție de 100 000 t/an de biomasă 
din drojdii pe n-alcani sînt estimate la 18,2 milioane m*. Recirculind o parte 
din efluentul provenit de la separare, se poate micşora recesarul de apă de 
proces, bes ES costul ei. (tabelul 80). 


Tabelul 80 


“Comparape. între: costure de-fabricatie a diferitelor procedee de obține 
- a proteinelor din drojdii pe hidrocarburi 
(Litehfield, 1977) 


J f 


; Motorină n-Alcanii purificati 
"| Componenta costului j- British |- -British -Liquichi- 
: ` i Petroleum Petroleum: Gul? © mica * 
Sursa de C și energie - SN: TS) whl y 40 45—46 3759. 
Nutrienți minerali şi alte sub- 7 
stanțe chimice 30). 18 12— 14 172 
Utilităţi 25 18 12—14 18,3 
Manoperă l : i | 16 —44 3,8 
Depozitare = 4 = = 
Asigurări şi taxe 320 4: 24 — T 
Materiale si stocuri A — 3,2 


Depreciere ~ A al 17—25 . — 


Pentru produsele obținute din petrol, procentajul pe care-l reprezintă 
costul sursei de C şi energie din costul total de fabricaţie a crescut drastic în 
ultimii ani. În plus, costurile sînt influențate de creşterile relative în preţurile 
azotatului, fosforului, energiei și manoperei în regiunile. geografice unde sînt 
localizate fabricile producătoare de biomasă. 

Preţurile de vînzare pentru diversi produși microbieni obţinuţi prin creş- 
terea drojdiilor pe n-alcani sint „prezentate în tabelul 81. Aceste prețuri sînt 


Tabelul 81 


“Compararea prețurutor des vinzare a divtabhea produse proteine microbiene 
(Litchfield, 1977). i ii 


Conţinutul proteic Domeniul de preţuri — US $/kg 
te tipic (%,substanţă că 
i Ja- . : uscată) . ; ] 
coate: poea a Calculat Caltulat pe Calculat 
| Proteină Proteină |. Pe baza baza prote- |pe baza pro- 


brută 


sului | inei brute |-teinei real 
| (Nx 6,25) reală produsului | inei I rute teinei rea e 
1 A CI 5 i 4 5 6 
Candida lipolylica (n-aleani) : „60 | 52 0,45 „0,79 0,87 
Xz animal LS 
Candida lipolytica (motorină) - 66 58 | 0,56 0,85 0,97 


uz animal 


17 — Biologia si tehnologia drojdiilor, vol, Ik — cd. 112 `, 257 


| ts re act Sai „Tabelul 81 (continuat) 
. å > . == = = A A ă = N : - + 
Ae 1 | | S TACEREA 5 |. A 


Drojdie de bere uscată als 40 0,40-0,55 | 0,83—1,15 | 1,0018 
uz animal | we ; 
` Saccharomyces cerevisiae | 52 |: 45 - 0,99—1,01.] 1,90—1,94 (2,20-2,1 


(melasă) uz uman > . } d 

„exprimate în două: moduri : pe baza cantității de produs obținute şi. pe baza 
conținutului în proteină brută si reală. SA a 

„Proteina brută (N x6,25) este de obicei criteriul de bază în apreciertu 
hranei animale. Dar, pentru că celulele microbiene contin cantităţi semmi: 
ficative de azot neproteic, ca cel din acizii nucleici, valoarea obţinută prin 
inmulfirea cu factorul 6,25 poate supraestima conținutul proteic exact al 
„acestor produse. Proteina reală calculată prin analiză de aminoacizi poate fi 
„o metodă mai sigură de apreciere a conținutului proteic al biomasei microbient 
(Litchfield, 1977). - eee ; & 
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5. OBŢINEREA PROTEINELOR DIN METANOL- 
„CU AJUTORUL DROJDIILOR ` 


` MARIA CERCEL, A. VAMANU 


5.1. INTRODUCERE . 


În ultimii ani asistăm la o nouă revoluţie în biologie, denumită de spe- 
cialişti „revoluţia biotehnologică sau bioindustrială“. Conceptul modern de 
biotehnologie este diferit fundamental de „biotehnologiile“ convenționale. 

n noua acceptiune, biotehnologia, născută din interferența ştiinţelor bic- 
logice cu tehnologia, reprezintă! un domeniu ştiinţific nou, bazat pe utili- 
„zarea integrată a biochimiei, microbiologici, biologiei moleculare si ingineriei 
„chimice pentru realizarea de aplicaţii tehnologice cu ajutorul sistemelor bio- 
logice (Zarnea, 1985). . 2-4 a ee: le ASA 
- Unobiectiv important al revoluţiei biotehnologice este acela de a sprijini 
rezolvarea celor două crize — alimentară și energetică — de altfel, strins 
„interdependente. Studii recente estimează că la sfîrşitul secolului actual de- 
ficitul proteic va fi mult mai mare decît în prezent. a 

-~ Creșterea continuă a necesarului de proteine pentru om si animale precum 
„şi mărirea continuă a prețurilor au determinat dezvoltarea unor noi posibi- 
litati de obţinere a proteinelor cu proprietăți superioare. În aceste condiţii, 
se întrevede că acoperirea necesarului de proteine se va putea realiza atît prin 
dezvoltarea. resurselor „tradiţionale bazate pe agricultură, zootehnie, -pisci- 
cultură, cultura algelor, cît ‘si prin dezvoltarea producţiei industriale -de pro- 
teine bazată pe procese biochimice. Pentru cel-din urmă caz se are în vedere 
atit existența unor materiale secundare şi -subproduse din agricultură si gt 
-dustrie (ape reziduale: din industria alimentara si zootehnie, subproduse. din 
sectorul de celuloză și hîrtie, ape de condens de la fabricarea unor îngrășă- 


„minte chimice, ape reziduale. metanolice elc.), cit şi disponibilitatea — in 
„unele țări — a metanolului, etanolului, gazului metan şi a derivatelor petro- 


Here. ; Mi SER p l 
iS Obţinerea prin. biosinteză microbiologică a proteinelor, cunoscule in 

literatura de specialitate sub denumirea de „Single Cell Proteins“ (SCP), 
prezintă 0 serie de avantaje: ` ` | A îi | 
| — folosirea de materii prime accesibile cantitativ, calitativ si economic; 
-- valoarea. nutritivă ridicată a b:o masei. realizate, comparabilă cu cea 


a proteinelor de origine animală; : 


e 
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„_— posibilitatea obţinerii în flux continuu si în timp realativ scurt a 

unei producţii mari, controlabile și independente de condițiile naturale ; 

— posibilitatea îmbunătăţirii. calităţii proteinelor prin lucrări de mu 
tageneză și/sau inginerie genetică ; | 

— preţul de cost accesibil. 

Dintre materiile prime care s-au impus pînă în prezent ca substrat pentru 
cultivarea microorganismelor, metanolul continuă să se situeze pe primul 
loc, datorită avantajelor sale: tehnologice: și economice. Mai ieftin şi mai dis- 
ponibil decît alte materii prime; cu un domeniu de întrebuințări mai restrins 
decît glucidele si etanolul, mai putin periculos în manipulare decît metanul, 
perfect miscibil în mediul apos de cultivare, realizînd concentrate proteice 
lipsite de toxicitate, metanolul continuă să rămînă în atenţia specialiștilor, 
evoluția în viitor a preţului acestuia fiind în conexiune cu posibila extindere 
a domeniului său. în utilizare drept -carburant. 

În plus, pierderile de metanol prin evaporare sînt neglijabile, iar meta- 
nolul rezidual în-acrul exhaustat este de asemenea neglijabil. Conţinutul în 
aminoacizi al proteinelor obţinute din metanol este mai mare decît al majo- 
ritatii proteinelor vegetale si este comparabil cw cel al proteinelor de origine 
animală; T re 0 ala dyi Fie DA l 

Pentru obținerea producției de proteine pe metanol există două posibi- 
lități : drojdii sau bacterii. Si wF 

În cazul folosirii drojdiilor s-a plecat de la premisa că aceste microorga- 
nisme, folosite de foarte multă vreme în alimentaţia umană, trec mai ușor 
bariera psihologică reprezentată de neîncrederea cumpărătorilor fata de acest 
tip de proteine. De asemenea, în cazul drojdiilor se remarcă faptul că acestea 
contin vitamine, sînt mai rezistente la contaminarea cu germeni străini în 
condiţiile unui pII'acid, se pretează mai bine la asocierea cu alimente clasice, 
se pot separa mai usor din masa rezultată din bioproces şi au un conținut de 
acizi nucleici redus. \=. ? e 

O problemă de actualitate care preocupă pe cercetători este aceea de a 
obține. proteine de biosinteză texturate, care să imite carnea de bovine, păsări 
sau porcine. Alimentele texturate au in general calități gustative superioare 
alimentelor cu structură amorfă. Cele mai utilizate metode de texturare sînt 
cele bazate pe filare si extrudare termoplastică. Prin adăugare de condimente, 
arome, coloranţi, alti compuși nutritivi, se pot obține produse texturate care 
să posede aroma si culoarea dorită: (Anghelache, 1978). . 

În procesul de biosinteză a proteinelor, metanolul, amoniacul, oxigenul 
și sărurile nutritive sînt transformate în masă celulară, dioxid de carbon, 
apă ‘si căldură În condiţii optime de creştere, producerea: de pci alt i ea 
dari din categoria substanțelor organice solubile este nesemnificativă, fiinc 
practic neglijabilă. my i 

Stoechiometria bioprocesului de obținere a proteinelor din Saeki la 
Hansenula polymorpha ATCC 26012 (Müller, 1976) este următoarea.: 


2,39 CH,OH + 2,55 Oa + 0,19 NH, + săruri nutritive. = 
SCH az Oo,sNo,10] + 1,39 CO. + 4,22 H,O +272 keal. 
Soluţia N ie este sterilizată termic, iar metanolul, amoniacul și aerul 
prin filtrare. i } T ma 
Procedeul fiind continuu, rata de alimentare cu mediu proaspăt este 
egală cu rata- de evacuare a biomase). — - 
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“ALIMENTARE BIOPROCES `> RECOLTARE Si EXPEDIERE 


CONCENTRAT FINAL 
DE PROTEINE 


j Fig. 130. Schema de principiu ae instalatiei de fabricare . 
a proteinelor cu drojdii . metilotrofe (după aa l 


- 1974): 
B — bioreactor ; R — răcitor ; U — uscător ; s- — see 
‘Tilizator ; Sc — Bo E — evaporator ; C schim- 


_ bator de căldură ; Rs — siloz, 


~ 


0. parte din. mediul epuizat. in bioreactor ‘este recliculat, fără a influență 
negativ procesul de biosinteză a proteinelor. 


Prelucrarea mediului urmează următoarele etape : separare, plasm 


evaporare şi atomizare. | 
` “Produsul atomizat si bine caracterizat. poate fi administrat animalelor 
do o rețetă bine stabilită. | 
O schemă de flux tehnologic pentru obţinere de.pr oteine mn metang’ cu 
drojdii este prezentată în fig. 130. — 
~ În dezvoltarea proceselor biotehnologice pentru aiyinere de otel din 
drojdii metilotrofe, principalele etape pot fi sumarizate astiel: 
_ I) Evaluarea și optimizarea parametrilor biologici. Tien la nivel de 
laborator şi. pilot, aceasta include : 
' `- — izolarea şi identificarea drojdiilor metilotrofe ; A 
— studii de metabolism si studii. genetice ; SĂ 
'— îmbunătăţirea performanţelor economice ale tip ilor „de lucrul 
oii, îmbunătățirea condițiilor de cultivare ; ` 
:,— conservarea potențialului bioproductiv. 
aaa) Elaboraneu procesii tehnologic. La nivel pilot industrial, aceasta PUS 
supune: 
= tfalosifea unui Goretor adecvat ; 
i — optimizarea mediului de cultură ; 
< — folosirea parametrilor cinetici in elaborarea unui model matematic; 
-— folosirea modelului matematic- în- optimizarea condițiilor de culti- 
vare în flux continuu ; 4 
i. prelucrarea mediului de cultură ; ; 
—.studii. de inginerie chimică ; 
_— epurarea şi refolosirea apelor reziduale ; i 
"— analize chimice pe flux și analiza. produsului finit ; 
— calcul de economicitate ; = 
— măsuri. de securitate a muncii. 
— teste preclinice pe biomodele animale. 
III) Industrializarea procesului tehnologic care pa ee iene altele : 
ee - ridicarea la scară a procesului (scale-up) ;. 


— analiza produsului finit; 


es LI testări : “pe: animale ‘sub ‘aspect farmacologic, ‘mutagen, canen 
teratogen, pl efect bioproductiv, digest tas; bilanţ al azotului ete. ; 
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— rezolvarea problemelor legate de amplasare, investiţii ete. 

Pe scurt, tehnologia elaborată la nivel de laborator este verificată si 
ptimizată în instalaţii pilot si pilot industrial, avind capacităţi mai mari. 
n această fază se aleg modalităţile cele mai potrivite pentru prelucrarea me- 
iului de cultură şi obţinerea proteinelor la randamente superioare. 

Cercetările sînt continuate apoi în instalaţii industriale experimentale, 
entru a se putea studia comportarea microorganismelor si pentru a se stabili 
lanţurile de materiale si energetice. În această fază se stabilesc si preţurile 
e cost orientative ale produsului. 
= Pe baza rezultatelor obţinute in instalaţiile industriale experimentale, 
» elaborează tehnologia industrială de producţie și proiectul pentru con- 
rucția unității industriale (Faust, 1983). 

Elaborarea unui proces industrial pentru obţinere de proteine necesită 
l puțin 10 ani de cercetare şi dezvoltare (Faust, 1983), incluzind specialişti 
è ciferite discipline cum. ar fi: biologie, biochimie, medicină, farmacie, 
hin ie, inginerie chimică, proiectare. 


5.2. TULPINILE FOLOSITE PENTRU OBŢINEREA 
PROTEINELOR DIN METANOL 


Izolarea şi selecția drojdiilor metilotrofe. Există un număr mare de 
rojdii capabile de a utiliza metanolul ca sursă de carbon și energie. Cele mai 
prezentative aparţin următoarelor genuri : Criptococcus, Hansenula, Rho- 
lorula, Torulopsis, Pichia. | > i 

La obţinerea proteinelor din metanol, principala problemă este aceea 
e a selectiona o tulpină capabilă de a transforma metanolul în proteină la 
indamente de interes industrial si care să prezinte următoarele caracteris- 
ci: mediu nutritiv. puţin. pretentios, randamente superioare în aminoacizi 
entiali, valoare biologică ridicată, absenţa totală a toxicității, producție 
abilă (Cercel, 1986, 1987; Vamanu, 1987). Condiţiile optime de izolare a 
ojdiilor consumatoare de metanol sînt sumarizate in tabelul 82. 


Tabelul 82 


i Condiţiile optime de izolare a drojdiilor consumatoare de metanol 
i ; (după Sahm, 1977) 

Factori care influențează ‘Dey i Condiţii optime 

izolarea 


4,5 (pH-ul optim pentru dezvoltarea drojdiilor metilotrofe 


Tul mediului 
este 4—5) 

OEE 

mestecul de vitamine - Este necesar, deoarece cele mai multe din drojdiile metilo- 

i trofe au nevoie de biotină (20 ug/l) și/sau tiamină (1 mg/l) 

PN a EE eww 

0,1—0,5% (v/v); la concentrații de metanol mai mari de 

0,5%, poate avea loc inhibitia dezvoltării 

_ > A i * a : 4 

Locurile cu acumulare de metan, metanol. 

Substanțele organice continind gruparea metil ca pectina 


„din pulpa fructelor, petalelor sau florilor. — 
Materiale lignocelulozice putrezite 


Aes 
Mcentraţia de metanol.. ... 


Tsa de izolare 
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mediului: 


Recoltarea probelor din natură. "Probele de sol utilizate pot fi recoltate din - 
- zonele ċu degajări de metan sau din zonele cu resturi vegetale în descompunere, | 
Însămînţarea probelor ‘de sol în medii de îmbogățire, lichide. Mediile de îm» 
bogăţire au în: componenţa lor săruri de fosfor si amoniu, cantități mici de 
` extract de porumb sau extract de drojdie ori malt, săruri minerale, oligocle- 
‘mente, apa de robinet si. metanol. 
( i Oy Mala se aug portionat, pentru o concentrație totală de 2— 3% 
- @jv 


Sane 
Pentru izolarea Ra metilotrofe poate fi folosită ` ur mătoarea for 
mula de mediu ALLIES 1971) : 


PKH RO; iy ene. dud) ee O, G09: ©. 
Na,HPO,:7 H, O. So oh Oe ci BU Suet | 
ENI) 20 Ose dare a ood oe -0,50 g ; 

- MgSO,-7 H20 . TEEN fet 2 100: i 
Extract de drojdie Ae te e e a E că 

“Apa, de'rohinet e e 100 ml 
ME CPRD Mes a E ata 31 Stee l-ai | 
pH. = 4,5— 5i i : 


Flacoanele Pont est mediu de- înabo ză ful sînt insimintate cu probe 

din sol: (0, 5—1 g) si sînt aerate prin agitare timp de 4—5. zile la temperatura 
"de 28... .30°C sau 35°C. (in foarte rare cazuri, drojdiile se dezvoltă la temp 

` raturi de peste 30°C). ‘La diferite intervale de timp, pot fi prelevate probe 
pentru a se urmări evoluţia culturii şi a se cola drojdiile consumatoare de 
metanol. 


După cum se poate vedea, în procesul de izolarea dr ajdiilor metilotrofé,all | 
prezenţa metanolului cit si pH-ul acid joaca rol de factori selectivi, intrucit 
“elimină din competiţie o mare parte din bacterii, în afara celor acido-tol 4 
rante sensibile la metanol. Prezenţa unor antibiotice, acolo unde nu se pol 
“elimina bacteriile (de exemplu 10 ug tetraciclină la 100 ml mediu) joacă rol, de 
asemenea, de Bag oa) selectivi= în izolarea drojdiilor în cultură pură (Asthana 
1971). ză i 


Izolarea drojdiilor în cultură „pură. Pentru SEES cultura dezvoltată pe 
mediu. lichid este insimintatA pe mediu solid, repartizat în plăci Petri. Con 
poziţia mediului solid este asemănătoare cu cea a mediului lichid. Penttl 
solidificare, agarul-este adăugat în proporție de 2—2,5g %. Metanolul (1 — 2%) 
este încorporat în mediu la ao) a OG, inainte de turnarea in plăci 4 


“ Însămînţarea 'se poate. face prin dispersie cu ansa sau bagheta de dis- 
persie, atit din cultura nediluată cit si din cultura diluaté corespunzato 
Scopul! principal al dispersiei este acela de a obţine colonii izolate. 


Incubarea plăcilor are loc în condiţii corespunzătoare de temporal 
pentru o durată variabilă” de: timp, de exemplu 2—7 zile. — 
Obtinerea culturilor stoc. Coloniile izolate de drojdii sînt repicate cu ans | 
po- -mediu solid- repartizat în eprubete. 
* "După incubare (48 ore la temperatură ‘eorespurizatoad); cantat „sit 
stocate la -+4*C, în veder ea testării çapacitajii de bioconversie a metano ul 
j F3 biomasă. “teed 
estarea capacității de bioconversie a oa li yz biomasă. Testarea st 
3 Sa pour în condiții de aerare prin agitare pe un mediu nutritiv lichid, cant 
pate. avea aceeaşi compoziţie ca Al mes de izolare, _ ; 
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Se urmăreşte capacitatea de acumularea biomasei într-un anumit in- 
terval de timp si la o concentratie data de metanol. : 

Producția. ‘de biomasă se poate determina turbidimetric: şi/sau prin de- 
terminarea substanțelor uscate (a concentrafiilor celulare). 

Seleclionarea drojdiilor metilotrofe. Drojdiile metilotroie cu rezultatele 
cele mai bune: (acumulare mare de biomasă într-un interval redus de timp 
si la un consum specific mic- de: metanol) sînt reţinute pentru testări ulte- 
rioare. pee Pee an EAP ys 

an vat rE R a va a 
Stocarea culturilor. selectionate. Pentru testări, stocarea culturilor. selec- 
tionate devine obligatorie. Ea poate fi făcută la .4°C, pe mediu solid înclinat 
(cultură de întreţinere) sau semisolid (sub ulei de parafină), în coloană dreaptă. 


5.3. IDENTIFICAREA, TAXONOMIA ȘI CARACTERIZAREA 
DROJDULOR METILOTROFE 


534. IDENTIFICAREA DROJDIILOR METILOTROTE | 


Identificarea drojdiilor metilotrofe nu poate fi efectuată decit în cultură 
pură. P 
Pentru identificarea drojdiilor este folosit sistemul curent adoptat pe 
plan mondial (Lodder, 1970). | 
După Lodder, pentru identificarea drojdiilor sînt utilizate 4 clase prin- 
cipale de criterii. D Fa i 
“Caracteristici morfologice : ay i 
— caracteristicile reproducerii vegetative ; 
— caracteristicile celulelor.. - 
Caracteristici culturale : 
"— dezvoltarea în medii lichide ; 
— dezvoltarea pe medii solide. 
i Caracteristici sexuale : 
— caracteristicile ascelor si ascosporilor ; 
— interfertilitatea la drojdiile ascomicete ; 
— caracteristicile teliosporilor $i sporidiilor. 
- Caracteristici fiziologice : > 
_ utilizarea. compuşilor cu carbon ; 
— utilizarea compuşilor cu azot ; 
__ dezvoltarea pe medii lipsite de vitamine ; 
— dezvoltarea pe -medii la presiuni osmotice ridicate ; 
— dezvoltarea la temperaturt ridicate (37°C) ; 


— producerea de acid ; 

-— producerea de compuşi amiloidici extracelulari ; - 
— hidroliza ureei ; | 

_ “hidroliza grăsimilor ; 

& formarea de pigment ; 

— producerea de ester ; 

“= rezistența la celohexamida ; 

“=. lichefierea gelatinei. 


9:2-4 TAXONOMIA DROJDILOR METILOTROFE. 


Cu toate că drojdiile consumatoare de metanol. reprezintă un grup im- 
portant de microorganisme utilizate pentru producția de biomasă, sistema- 
tiča lor nu a. fost studiată în detaliu (Anghel, 1984, 1987). pon 
_. An 1980, Lee si Kom agata au introdus: în clasificarea. drojdiilor 
„_metilotrofe, alături de criteriile descrise anterior, şi criterii chemot axonomiee, 
pe care le-au aplicat ati{ la o serie de tulpini nou izolate în Japonia, cit si 
“la tulpini de drojdii metilotrofe apartinind unor colecţii internaţionale. 

„ Criteriile chemotaxonomice introduse au fost următoarele = 
eos conținutul GC al ADN-ului; j to, N 
„— “compoziţia peretelui celular (spectrele pmr ale polizaharidelor) ; 

— Sistemele ubiquinonice; DNV E Ky | 

— paternul electroforetic al metanol-oxidazelor. e, 

Pe baza acestor criterii, drojdiile consumatoare de metanol au fost fin- 
partite in 4 mari grupe. În tabelul. 83 este prezentată gruparea drojdiilor con- 
sumatoare de metanol pe baza criteriilor chematoxonomice descrise, 


Tabelul 83 


Gruparea drojdiilor consumatoare de metanol pe baza unor caracteristici 
i - _— chemotaxonomice t i 
(după Lee si Komagata, 1980) 


Sist. 
obiqui- 
noninc 


Sp ectrul Metanol- 
pmr: oxidaza 


Conținut, 
Ge% | 


Candida boidinii | 


Candida -succifila 9-a tip III 
Hansenula  glucozyma 9-b | tip IT 
Phe henricii '9-b. tip II 
“minuta 9-b tip II 
nonfermentans. ~ 9-b | tip II 
- polymorpha . 9-b tip II 
t wickerhamii - - 9-b tip II 
Pichia pinus a 44,4 9-b tip II 
Candida cariosilignicila hire dA, | : 9-b tip II 
Hansenula philodendra’ 49,7 9-b. |tip I 
Pichia lindnerii TEA 48,0 ` 9-b tip I 
Torulopsis metanolovescens 49,4 - 9-b tip I 
pinus _ 37,3 9-b' Cipla | 
nitratofila _ 36,6 _ 9-b tip III 
Pichia trehalophila 34,6 . 9-c tip II 
Torulopsis nemodendra ` 39,5. 9-c tip I- 
Torulopsis sonorensis 36,1 6-f tip I 
3 a, ; -j tip TE 
4 | Hansenula capsulata 46,8—4741 tip II 
| Torulopsis molischiana . = £4752 tip III 
Pichia -pastoris 40,2— 41,0 tip III 


„GC% reprezintă procentul de guanină + citozină. Ş 
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5.3.3. CARACTERIZAREA DROJDIILOR METILOTROFE 

Desigur, pînă la un anumit punct, caracterizarea drojdiilor metilotrofe 
se suprapune cu identificarea lor, mai precis, o serie intreaga de caracteristici 
ale drojdiilor metilotrofe reies chiar la efectuarea testelor de importanţă pri- 
mara (care, permit clasificarea unei drojdii la nivel de gen, chiar specie) 
precum si a testelor de confirmare. | i 

Pentru tulpinile de interes industrial, este necesară însă o caracterizare 
cît mai completă a lor, caracteristicile de producţie ocupind un loc important. - 
Dintre caracteristicile de producţie enumerăm : - Í 

` — mărimea fazei lag; 

— pH-ul optim ; 

— temperatura optima ; 

— randamentul. de bioconversie a metanolului la biomasă; 

— “consumul specific de metanol ; 

— rata specifică de creştere ; . 

— rata de dilutie ; | 

— viteza transferului de oxigen ; 

— coeficientul transferului de masă în funcţie de diferiţi parametri; 

— conținutul de proteine ete. 

Deci, caracterizarea  drojdiilor metilotrofe este impusă de exigenţele 
elaborării unui proces. tehnologic industrial si, legat de aceasta, de exigenţele 
efectuării lucrărilor de mutageneză și [sau inginerie genetică. La rindul său, 
caracterizarea tulpinilor de lucru furnizează informaţiile necesare stabilirii 
principalelor direcții de îmbunătăţire a performanţelor economice a tulpi- 
nilor de drojdii metilotrofe prin: mutageneză, prospectind totodată posibili- 
titile de îmbunătăţire a performanţelor lor prin tehnici de inginerie genetică. 

La microorganismele metilotrofe interesează, de asemenea : 

__ calea de asimilare a metanolului, cunoscut fiind faptul că asimilarea 
metanolului pe calea ribulozo-monofosfat este cea mai eficientă din punct 
de vedere energetic (Zarnea, 1984); după Sahm (1977), drojdiile metilotrofe 
asimilează metanolul pe calea ribulozo-monofosfat ; 

— calea de asimilare a amoniacului ; conversia amoniacului în glutamat 
cu ajutorul enzimei glutamat sintetaza este ineficientă din punct de vedere 
energetic ; comparativ, conversia cu glutamat-dehidrogenază este mai avan- 
tajoasă, motiv pentru care cercetătorii firmei I.C.I., aplicînd tehnologia ADN- 
ului recombinat, au reușit să construiască o nouă tulpină bacteriană care a 
primit gena glutamat-dehidrogenază în locul genei glutamat-sintetaza ; in 
acest fel, randamentul de bioconversie a metanolului la biomasă s-a imbu- 
nătăţit cu 5% (Tiedtke, 1978; Windass, 1980). 
| După Sahm (1977), din punct de vedere al capacităţii lor de a asimila 
metanolul ca unică sursă de carbon si energie, microorganismele metilotrofe 
pot fi: | 

— strict consumatoare de metanol, care cresc numai pe compuşi Ca, 
cum ar fi: metanul, metanolul, metilamina ; 


— facultativ consumatoare de metahol, 
turi, cum ar fi glucoza sau succinatul. i 

Din. acest punct de vedere, drojdiile 
metanolul (Sahm, 1977). 


care cresc si pe alte substra- 


metilotrofe utilizează facultativ 
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_ 5.4. IMBUNĂTAȚIREA PERFORMANȚELOR ECONOMICE 
ALE TULPINILOR DE DROJDII FOLOSITE IN OBŢINEREA 
A Pi DE PROTEINE DIN METANOL Dap 


Procedeul industrial de obținere de proteine din metanol cu drojdii ire- 


_buie să fie cit mai. economic. În acest sens, un:rol important revine tulpinii 
de lucru: alese, care trebuie să întrunească concomitent mai multe calitati 


cum ar fi: mediu nutritiv putin pretentios, randamente superioare - in. ami- 
noacizi esenfiali, valoare biologică ridicată, absenţa totală. a toxicității, pro-- 


~ ductie stabilă. 


> 


În mod frecvent, apare necesitatea îmbunătăţirii performanţelor eco- 


_ nomice ale tulpinii de lucru alese, prin .diferite procedee. 


Îmbunătăţirea “performanţelor economice ale tulpinilor de lucru nu poate 
fi concepută în absenţa unei cunoașteri cît mai aprofundate a microorga- 
nismului ales, a limitelor și posibilităţilor lui de exploatare. De aceea, pro-. 


„ gramul genetic de îmbunătăţire a performanţelor unei tulpini, în general, 


şi a unei tulpini metilotrofe în special presupune, în primul rînd, cunoașterea 


-microorganismului de lucru și, legat de acesta, stabilirea principalelor direcții 


de îmbunătăţire a performanţelor lui prin mutageneză și/sau inginerie genetică ` 

Procedeul de izolare de tulpini cu performanțe economice îmbunătățite prin 
selecție continuă. Selecţia continua poate da posibilitatea obţinerii unor tulpini 
cu performanţe economice îmbunătăţite, dar aceasta durează mult timp 


(Sherwood, 1981).. 


Îmbunătăţirea performanțelor economice ale tulpinilor prin. mutagenezi. 


„Devenită tradiţională, mutageneza a oferit şi poate oferi în continuare po- 
sibilitatea obținerii unor tulpini cu performanţe economice îmbunătăţite, cu 


condiţia existenţei unui criteriu de selecție a mutantelor. (Cercel, 1982, 1983). 
Dintre realizările mutagenezéi la drojdiile metilotrofe menționăm : 

> Mutante defective în unele din enzimele implicate în oxidarea și.- asimilared 
metanolului. Obţinerea unor astfel de mutante a fost necesară pentru elu- 
cidarea unor probleme legate de metabolismul metanolului la drojdiile meti- 


lotrofe (Sahm, 1774; Titorenko, 1983; Alamyae, 1985).  - e 
Mutante rezistente la temperaturi ridicate. Este cunoscut faptul că, în in- 


dustrie, multiplicarea mieroorganismelor presupune producerea de căldură 


„. peste temperatura optimă. Pentru termostatarea sistemului, este: necesară 


folosirea apei de răcire. Răcirea apei necesită însă energie. Din acest punct de 
vedere, tulpinile mutante al căror optim de temperatură este de 37°C devil 


avantajoase, diferența dintre temperatura de cultivare și temperatura apel 


folosite la răcire devenind. semnificativă. În plus, la temperaturi mari, bio- 
procesul de obținere a proteinelor este accelerat. Astfel, la temperaturi man, 
Torulopsis. melanosorboza ATCC 20361 are o rată specifică de creştere mal 


„mare; de asemenea, randamentul de bioconversie a metanolului la biomasă” 
este mai bun (Abe, 1980). | | POE cai 


Studiul efectuat de Miyasake (1980) demonstrează ci, prin. culti- 


„vârea drojdiei. Saccharomyces -cerevisiae: A: 354. A la temperatura de 370, 


sînt afectate atît morfologia celulelor, cit si proprietăţile fizice ale suspensie! 
de drojdie. Astfel, rata de sedimentare a suspensiéi de drojdie. creşte- pina la 
25%, ceea ce. atrage după sine reducerea. preţului de cost al produsului. 

_ Mutante care acumulează aminoacizi -în mediul de cultură. Mutantele de 


i Hansenula polymorpha obţinute de. Titorenko 41983 b) acumulează 


`» 


pînă la 110 mg aminoacizi/l de mediu de cultură, in timp ce tipul sălbatic 
acumulează 5 mg/l. Mutantele oblinute sint rezistente la norvalină, un ana- 
log al valinei si ‘leucinei, iar aminoacizii acumulati in mediu sint : Valina, leu- 
cina, izoleucina, aspartatul, asparagina, precum şi un derivat de cisteină. 

Îmbunătăţirea performanțelor economice ale tulpinilor de drojdie 
prin inginerie genetică. Unul dintre factorii critici in alegerea unui micro- 
organism convenabil. pentru producerea de proteine este eficiența cu care 
acesta convertește substratul carbon în carbon celular. Astfel, motivul pentru 
care bacteria Methylophylus methylotrophus — obligat metilotrofă — a fost 
selecționată pentru procesul I.C.I. de obținere a proteinelor din metanol, 
a fost eficiența mare de bioconversie a metanolului. Cu toate acestea, cer- 
cetătorii firmei I.C.I. au identificat o potențială sursă de risipire a metano- 
lului în modul de asimilare a amoniacului. Noua tulpină obţinută prin ingi- 
nerie genetică s-a dovedit capabilă să consume mai: puţină energie, fiind to- 
todată stabilă din punct de. vedere genetic (Tiedtke, 1978; Windass, 1980; 
Sherwood, 1981). Pe baza acestei modificări, randamentul de bioconversie 
4metanolului la biomasă a crescut cu 5%. Un cîştig de energie, oricit de mic, 
reprezintă, la: scară industrială, o importantă economie. În acest fel, randa- 
mentul de bioconversie a metanolului la biomasă se apropie de cel maxim 
posibil (Sasson, 1988). tric tee += 

Tinind cont-de faptul că bacteriile — ca obiect. genctic— sint mai simple . 
si mai bine studiate decit drojdiile, aplicarea tehnologiei ADN-recombinaul 
la bacterii nu a fost deloc intimplatoare. 

La drojdii, din 1978, cele mai multe cercetări au fost axate pe dezvol- 
larea de vectori potriviti pentru clonarea genelor eucariotelor. Acești vectori 
sint formaţi aproape exclusiv din plasmide bacteriene purtătoare de markeri 
Senetici. de 'drojdie, de obicei, cu un echivalent la- E. coli, pentru a permite 
amplificarea vectorului înainte de transformarea la drojdii. Acești vectori pot, 
de asemenea, să poarte fragmentul de ADN de 2 pm. Prezenţa ADN 2 um — 
un ADN autonom circular închis, găsit la Saccharomyces cerevisiae — are un 
efect marcant -asupra frecvenţei de transformare şi menținerii ulterioare a 
ADN-ului „străin“. în celulele acceptoare (Sherwood, 1981). | 

În 1985, Ledeboer a izolat atit gena structurală pentru metanol- 
Oxidază cit şi secvenţa de. ADN care reglează activitatea acestei gene la Hans 
nula polymorpha. Rezultatele obținute au demonstrat că gena structurală 
Pentru metanol-oxidază codifică o proteină alcătuită din 664 aminoacizi și 
onține secvenţe care nu intervin, alături de secvențe implicate în inițierea 
i terminarea transcrieri) | | | KORY Martie 

La drojdiile de interes industrial, fuziunea desprotoplaste: a ibaa 
£ Ştie, un instrument pentru manipularea genetică si selecție la MEA , 
Kikuchi, 1980). La drojdiile metilotrofe, fuziustea de protoplaste pl 3 ae 
enula polymorpha ML-3 (o specie haploida care ir eee u pe an 
onținînd biotină) şi Hansenula polymorpha VRM-Y 1397 (0 p iri pi 
are sporulează, incapabilă de a utiliza metanolul) a dus la KESA we oe. 
Ubrid care sporulează şi care utilizează metanolul pe medii conținînd un an: 
% al biotinei (Savehenko, 1981). i Cease 

Fuziunea! te protoplaste ae tulpini haploide si diploide de i cu dle 
Vlymorpha a dus la obţinerea de hibrizi diploizi, triploizi si ais pat 
tibtizii. diploizi s-au dovedit stabili în comparaţie cu hibrizii Pira, k- 
‘'taploizi. Instabilitatea hibrizilor triploizi şi tetraploizi se Sieg de 
'eeventei erescute de formare-spontana de markeri auxotrofi, ett d iezi 
rii conținutului de ADN/celula, în cursul perioadei de stocare a hibriz 


“Vehenko, 1983). 
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= Prin fuzionarea unei drojdii metilotrofe (Hansenula polymorpha) cu 0 
drojdie nemetilotrofa (Pichia augusta) s-au obţinut descendenţi care, pe baza © 
spectrului de asimilare a diferite surse de carbon: (metanol, glicerol), au fost. 
împărțiți în 3 grupe: 

— descendenţi cu activitate enzimatică glicerol- dehidrogenaziea > care 
asimilează metanol ; 

— descendenţi cu activitate enzimatică glicerol- -kinazică care asimilează 
glicerol; - l 

o hibrizi cu genotip eco aN (4— 13%) cu activitate. enzimatică 
glicerol- kinazică si glicerol-dehidrogenazică. 

Din punct de fre dc ral morfologic, descendenţii au fost împărțiți în două 
gr ie | 
| — descendenţi a căror temperatură Saori este 28°C ; dintre aceştia: 

30%, au morfologie asemănătoare cu Pichia (celule mari, ovale, adesea in 
lanț) ; 70% au morfologie asemănătoare cu Hansenula (celule de mărime medie 
sau mică, ovale); i 


— arat a căror temperatură optimă este 37%; aceştia au morfo- 
logia ambilor părinți : celulele au o mărime intermediară între cei doi părinți 
şi sînt de formă aproape sferică (Abramova, 1986). 


| Nu sînt precizate, în nici unul din cazuri, performanţele realizate prin 
introducerea acestor hibrizi la nivel industrial. 


După Fasella (1981), ingineria genetică ar putea interveni in prozi 
cesul de` obţinere a proteinelor de către “fiecare celulă în parte, nu numai 
îmbunătăţind calitățile economice privind. capacitatea de cultivare şi pro- 
ductivitatea celulară, ci si obţinînd, proteine: cu o compoziţie optimă de ami- 
noacizi (de exemplu, prin inserarea genelor cor espunzătoare în celulă), iar în 
cazul cîtorva microorganisme, făcînd să crească raportul proteină acizi nu- 
sa în produsul finit, 


"55. MENȚINEREA CAPACITĂȚII BIOPRODUCTIVE 
+s A TULPINILOR DE DROJDIL CONSUMATOARE 
DE METANOL | - 


Obţinerea proteinelor. din metanol cu ajutorul unei roiti selecţionate 
nu poate fi concepută decit în condiţii de reproductibilitate a rezultatelor: 
„Reproductibilitatea rezultatelor” nu poate fi asigurată, printre altele, decit 
prin menţinerea caraeteristicilor Mor [ui izola Rice si de producţie ale tulpinii 
alese. i > : 


Deoarece, pe de o parte, capacitatea bioproductivă: trebuie menţinută 
timp îndelungat, de ordinul anilor, iar, pe de altă parte, conservarea tulpi- 
nilor-selectionate nu a putut fi încă verificată in timp, tulpina fiind nou iz0? 
lată, este bine, ca pentru menținerea capacități bioproductive a ei să Se 
apeleze, pe cit posibil, la toate mijloacele de conservare cunoscute, | 

Pasajele succesive. Efectuate la interval de 3—4 săptămîni pe mediu 
de întreținere optim pentru tulpina. aleasă, pasajele succesive pot menține c& 
racteristicile morfo-fiziologice $i plopioductixe ale acesteia, o mare perioadă 
de timp (Beech, 1971). 

Conservarea sub ulei de parafină. Mediul folosit pentru conservare poate 
fi mediul de întreţinere al tulpinii conținînd agar 0,5%, în loc de 2%. Repar — 
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tizarea mediului se face în coloană dreaptă de 6—7 em înălțime, în tuburi 
de 18,5 em lungime. După sterilizare, eprubetele se menţin drepte (nu se în- 
p ; 

nsamintarea se face cu ansa, pe Suprafața mediului. Incubarea durează 
4 zile, la temperatura optimă. După incubare, peste cultură se adaugă ulei 
de parafină p.a. steril (sterilizare 1 oră la 180°C — căldură uscată) pentru a 
realiza 1,5—2 em înălţime deasupra culturii. Eprubetele se menţin “în fri- 
gider. La utilizare, se înlătură uleiul de parafină, iar cultura se trece obișnuit 
cu ansa pe mediu solid proaspăt- preparat. Incubarea are loc la temperatura 
optimă. Dezvoltarea durează 48 ore (Beech, 1971). 

Conservarea prin liofilizare, Pe parcursul anilor, în literatura de spe- 
ciahtate au existat refineri în ceea ce privește conservarea prin .liofilizare a 
capacităţii bioproductive a unei tulpini de drojdii de interes industrial (Beech, 
1971). Recent, Kupletskay a (1987) raportează păstrarea timp de 25 ani 
a unei tulpini liofilizate de Candida, cu condiţia unui titru celular mare după 
liofilizare și/sau a unei cantităţi sporite de suspensie per fiolă. 

Conservarea prin liofilizare şi trecerea culturii liofilizate sub formă ve- 
getativă comportă mai multe etape. l 

Verificarea materialului biologic care urmează a fi liofilizal se face sub ur- 
mătoarele aspecte : $ i Soila 

— puritatea culturii care se determină atît prin observații microscopice 
cit şi prin analiza coloniilor izolate în placă, pe mediu solid ; 

— testarea caracteristicilor bioproductive ale tulpinii care se efectuează 
pe un număr de colonii izolate ; se realizează în condiţii de aerare prin agitare ; 
cultura cu cele mai bune rezultate se selectioneazi în vederea conservării. 

Cultivarea materialului biologic în vederea liofilizării urmărește multipli- 
carea in condiții optime'a culturii selecţionate. 

Pregătirea suspensiei de celule presupune : | 

_— suspensionarea culturii în mediul protector ales pentru o densitate 
celulară cît mai mare (aproximativ 1+1014 celule/ml) ; Í 

— repartizarea culturii în fiole de liofilizare. 

Congelarea suspensiei de celule se efectuează, de exemplu, la —76°C; 
amestecul racitor poate fi format din zăpadă carbonică si alcool etilic. 

Liofilizarea propriu-zisă presupune mai multë etape si depinde de tipul 
de aparat folosit. Durata liofilizării la un aparat de tip Usifroid MS 12 este 
de aproximativ 5 ore. Închiderea ‘fiolelor se execută sub vid. Fiolele liofili- 
zate se menţin la +4°C (Cercel, 1981). Py i | 

„Verificarea culturii liofilizate urmăreşte : 

— trecerea culturii liofilizate sub formă vegetativa ; 

— “determinarea viabilităţii prin tehnica citirii în plăci a numărului de 
celule /ml ; 

— păstrarea capacității bioproductive ; 

— păstrarea purității culturii. 

Conservarea în azot lichid, la — 196°C. Este cunoscut faptul că prin con- 
servarea în azot lichid pierderile în viabilitate în procesul de congelare-de- 
congelare sînt mai scăzute comparativ cu pierderile în viabilitate în procesul 
de congelare-uscare-rehidratare din cazul liofilizării. 
© Este cunoscut, de asemenea, că azotul lichid păstrează viabilitatea ne- 
modificată timp nelimitat, în timp ce prin liofilizare are loc o scădere a via- 
bilităţţii, în timp. Prezentind în plus avantajul folosirii suspensiei de celule 
direct în producţie, păstrarea în azot lichid este,-la ora actuală, o metodă larg 
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utilizata- pentru. conservarea diferiților producători de: substanțe oloa 


active (Cercel, 1984; Tsutsayeva, 1987). 


Conservarea în azot lichid presupune, În primul rînd, un studiu al com- i 


poziției mediului protector, precum și stabilirea timpilor. de congelare-decon= 


gelare, în scopul obţinerii unui. procent ridicat de viabilitate. 

_ Test rapid pentru prezicerea stabilității în timp a liofilizatelor (test_ dcce- 
leral de degradare termică, test rapid de stocare, test de îmbătrînire). Pentru o 
largă serie de produse condiționate sub formă. uscată, susceptibile de dena- 
turări. sau. scăderi de potential, necesitatea stabilirii unui termen de valabi- 
litate în timp a determinat căutări de metode posibil de standardizat. Primele 
căutări şi primele. sugestii de rezolvare au fost făcute pentru o serie de: prod 
vitaminice. 

În lucrările lui. de aur met (1955), parametrul care a oferit cea mai bună 
posibilitate de soluționare a fost temperatura. Metoda sa demonstrează- că 
activitatea însăşi sau logaritmul ei descresc linear cu timpul la o temperatură 
aleasă si că diferite rate ale descresterii activității obţinute la temperaturi 
diferite sînt condiţionate de aceste temperaturi si se produe în concordanţă 
cu, principiile fizico-chimice fundamentale.. 


De la-aceste observatii experimentale, s-a ajuns. la/ concluzia că datele 


de expirare ale preparatelor vitaminice pot fi deduse prin studii de degradare 
termică de scurtă durată. Degradarea termică de scurtă durată a prepara- 
telor enzimatice este. comparabilă cu cea înregistrată cînd produsele sînt 
păstrate la. temperatura „camerei sau la frigider, timp îndelungat. | 

Începînd din 1968, Damjanovic, apoi Mitic (1974), manifesta 
o preocupare permanentă. în acest sens. Aplicări la o serie de vaccinuri vin 
să iul atu cae precizia: si eleganța procedeului. 


- Sfera ‘de aplicabilitate a acestui procedeu s-a lărgit: tot, mai: mult, dedu- A 
cerea. stabilităţii în timp efectuindu-se pentru o gamă. largă de produse bio- 


logice (Cercel; 1981 a, 1981 b). Rezultatele înregistrate. demonstrează con- 
cordanta valorilor obținute experimental cu valorile prognozate. Recent 


(Kishelov, 1987), testul a fost aplicat pentru tulpini consumatoare de metanol.- 


Testul se efectuează pe un'număr de 100—150 fiole si constă in pal 
curgerea mai. multor etape de lucru.. 
À Expunerea fiolelor liofilizate la trei temperaturi. de degradare termică se 
face pe băi de apă termostatate. | 
| Temperaturile de degradare sînt alese astiel încât. reciproca: tempera- 
urilor a bsolute să fie în progresie geometrică : 


-BL 273]. VTi 273): NTF 273| 
unde : To este foare fra: minimă de degradare termică (°C) ; 
T, — temperatura medie de degradare termică (0); 
ri temperatura maxima. de: degradare termică (°C), 


Alegerea temperaturilor minime si maxime de degradare se bazeazi pe 
date experimentale preliminare ;: ele sînt alese. astfel încît scăderea cu un 
logaritm a titrului celular (numărul de celule/inl) să aibă loc într-un inter val 
de timp convenabil. Temperatura medie se calculează după relația . (269). 


"Un număr de 3—5 fiole sînt scoase din băi-la intervalele de timp alese 
si sînt răcite brusc ; pentru fiecare fiolă expusă se practică determinarea via- 
bilităţii,. exprimată în loga a numărului de celulejmi. Pentru. fiecare fiolă 
expusă se- folosesc diluții zecimale, pone o cît mai bună apreciere. a. Vide 

helt an. E: a 
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tog (10)a 
Ne celule 


t- min 
t- medie 


o 
t-mox 


Timp de expunere [ore]. 


Fig. 131. Curbele de degradare termică a numărului de celule în relație 
cu tipul de expunere. 


Pe baza rezultatelor expunerii fiolelor la cele 3 Sita raturi alese, se 
pot trasa curbele de degradare termică, conform fig. 131. 
Asa după cun reiese: din fig. 131, moartea termică a celulelor liofilizate 
este logaritmică ; ea a fost asimilată cu o reacție chimică, descrisă prin ecuaţia , 
ii 
— = Ky, (270) 
dl » tt 
unde: y este concentraţia celulelor (nr. celute/ml); {, timp (min); k, con- 
stanta de degradare termică (rata de inactivare, rata de degradare). 
Potrivit ecuaţiei (270) viteza de reacţie (de degradare termică) este 
funcție de timp (t) şi de concentrafia substanței care se degradează (y) și este 
constantă ae 


= ty. 0. em) 


Aflarea constantelor de degradare termică corespunzitoare celor 3 tempera- 
luri- alese se face prin prelucrarea statistică a datelor, folosind „Metoda celor 
mai mici pătrate“. Constanta de degradare termică se calculează după 
formula ; 


X(ty) — + ae i ee Pe | 
de i £ : (272) 


se (=) 
ee el 


unde: n este numărul de determinări. tă 
Între constanta de degradare termică si temperatura absolută există re- 
latia lui Arrhenius: d 


RI ue iar | (273) 
l RT : 
unde: A este constanta de reacție ; 
e. — baza logaritmului natural; 
E = energia de activare; 
R= — constanta gazelor perfecte ; 


T°? — temperatura absolută = f° + 273. 


18 — Biologia și tehnologia drojdiilor, vol. 111 — cd. 112 273 


log K 


{max 
NS timedie . 


2 


Fig. 132. Curba lui'Arrhenius a logaritmilor Fig. 133. “Timpii de degradare termică pentru 
constantelor de degradare termică faţă de „: temperaturile de stocare. 


reciprocele temperaturilor absolute. 


| TOTES a a se folosește în forma logaritmică : 


gh adi 274 
RT: 2, 303” ( ) 


log KS log A — 
Rezultă că logaritmul constantei este direct proporțional. cu inversul 
temperaturii absolute, adică : 


log K = i} (975) 


Determinarea constantei de inactivare pentru orice temperatură. Reprezen- 
tind grafic log K în funcţie de inversul temperaturii absolute, se obţine 0 
dreaptă care, prin extrapolare, permite determinarea constantei de inacti- 
. vare pentru orice temperatură (flg. 132). 


Aprozimarea timpilor de degradare termică pentru temperaturile de stocare. 
Reprezentarea grafică a tuturor constantelor de degradare termică pentru | 
toate cele 5 temperaturi în raport cu timpul necesar scăderii cu un ordin de 
“mărime a numărului de celule pentru cele 3 temperaturi alese, permite apro- 
ximarea timpilor de degradare termică pentru temperaturile de stocare, adica 
stabilitatea în timp a liofilizatelor (fig. 133). 


Determinarea numărului de celule: viabile din. liofilizate ape] parcurgered 
unui anumil timp : are loc. dupa pn <a 


| log y—log y— Kt, (276) 

- obţinută prin integrarea ecuaţiei (270)... 

5.6. ASPECTE ALE BIOPROCESULUI DE OBȚINERE 
- A PROTEINELOR DIN METANOL 


Mediile de eultues folosite pentru obţinerea de aie din metanol cu 
drojdii. Multiplicarea drojdiilor care folosesc metanolul ca unică sursă de 
carbon și energie presupune, în afară de carbon, hidrogen şi oxigen — ele- 
mente furnizate de substrat şi aer — şi elemente minerale nutritive, micro- 
elemente si factori de creştere care, dizolvate în ape constituie mediul nu- 
tritivs vee i SOS TS Pl e 


i Piu i i, ? : i SE EA A 
A "e Au - 44 pă srana e > iath DTAS Ta es CAII ad 
i 274 ; : See. Sea Bilan fe = E T “ae erie ee eee ee ee : 
4 r 


Ca substanţe nutritive se folosesc compusi miner 
pul: sulfat, fosfat, clorură, con 
anioni (Cl-, PO3-, S02-, NO; etc.), amoniac, 
sub forma ionilor de cupru, mangan, zinc, 
vitamine şi factori de creştere. 

| Principalele săruri nutritive utilizate curent în cultivare 
tilotrofe sînt menţionate în tabelul 84. 


% 


finind cationi (NH}, K*, Mg?*, Fe 
uree, o serie de microelemente 
cobalt, molibden, bor, precum si 


Tabelul 84 


Compoziția mediului de cultură 
(după Minami, 1978 b) 


Compoziţia 


Catitalea 


4,00 £%o 


(NH,4)2SO, 

KH:PO, 

MgSO.: 7 H:O 
„FeS04:7 H:O 


' CaCl; -2 H:O 


untul Aa a OE, Ee 
Extract de drojdie 


Solutie de vitamine 


Metanol 
| 


2,00 
0,50 
0,01 
0,05 
0,50 
0,10 ml%p 
2—3 g% 


ji 


ali sau organici de ti- 
+ ebe.y 


a drojdiilor me- 


In urma analizelor efectuate, Aiba. (1973) a arătat că macro si micro- 
elementele asimilate de către drojdiile metilotrofe din mediile de cultură sînt 
regăsite în compoziția chimică a acestora (tabelul 85). 


Tabelul 85 


Concentrația elementelor nutritive la drojdiile metilotrofe 


Elementul 


(după Aiba, 1973) 


Concentrația % din substanța uscată 


0,0005 — 0,007 


Prezența microelementelor este esențială în multiplicarea drojdiilor me- 
ilotrofe, acestea influentind randamentul, rata specifică de creștere precum 
i densitatea masei celulare. În ceea ce privește influen ţa diferiților factori de 
reştere asupra dezvoltării drojdiei metilotrofe Candida boidinii, i Sahm și 
Wagner (1971) au arătat că există o proportionalitate directă între con- 
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centratia biotinei si numărul de celule obtinute pe unitatea de volum (fig. 134), 
{eS Schemă: preparării. mediului de cumra în condiţii semiindustriale si 
industriale este: prezentată în fig. 135. e. 
După consumarea elementelor nutritive din mediul de cultură dată de 
„multiplicarea celulelor, acesta poate fi recizeulat de:la unitatea de separare 
a biomasei, la treapta! de cultivare. Acest procedeu ‘se foloseşte. de obicei 
pentru. a reduce consumul de apă şi de materii prime. În aceste condiţii, 
analiza efluentului- devine obligatorie, atît pentru stabilirea consumurilor 
specifice de materii prime cît $1. lia copipletare ea concentratiilor ented de 
săruri minerale. : ei 


GAZ 
I 2 . A l > 
| RĂCIRE” | 
| j | 1 T 
E „COMPRESIE ie i 
LICHID | ! 
£ afai meiir | j J 
anai gy - _ | AMESTE-  STERILIZA1 BIOPROCES 
i CARE -RELA OBȚINERE DE 


Tole 


„Fig. 135. Schema prep: rării mediului de T in’ condi semi- 


„ EXTINCŢIE 
De) 


, OF 


i EA i 5 ) Biotină.-: 
Are 0), a as 10 3 100. [mai]. 
à Fig. 134. Denmnazute cresterii Candidei boidinii. de dife- 


a SO A ‘de biotin’ (după Sahm si SABIEI 
ii cala 


SUB RARI PURIFICARE 


STERILIZARE 
+ q | A 


-CALO PROTEINE . - 


SOLIDE - 1e 
săruri mine- D 


eee a d 


ot tio LICHEFIERE 
= he tratament -terime ~ 


industriale si industriale panes Faust, 1983). 


s 


5.7. BIOCHIMIA OXIDĂRII METANOLULUI . 
LA DROJDIILE METILOTROFE 


Un factor critic în găsirea unui microorganism convenabil pentr u produ- 
cerea de proteine este eficienţa cu care acesta convertește substratul carbon 
în. carbon celular. Aceasta poate fi stabilită, printre ATAS prin elucidarea 
căilor metabolice de asimilare a metanolului. 

© Pentru necesitățile practicii, problema care se pune cate aceea a deter- 
minării activităţii unui număr restrins de enzime, care însă să furnizeze ma- 
ximum de informaţii. Enzimele respective trebuie să catalizeze reacţii cheie 
im caile metabolice specifice eae date. 


5.7.1. OXIDAREA METANOLULUI 


5.7.1. l; OXIDAREA METANOLULUI ‘LA FORMALDEHIDA 


Sidik efectuate asupra drojdiilor metilotrofe (Pilat, 1975 ; Topiwala, 
1975; Sahm, 1977; Yamada, 1980; Sibirny, 1987) Lirova, 1987 ; Ichenko, 
1987 ; Nikolaev, 1987 ; Bayer, 1987) au arătat că primul inter mediar în oxi- 
darea. secvenţială a metanoluhii este formaldehida. Enzima care catalizează 
această reacţie este oalcool-oxidaza. Ea foloseşte deci oxigenul molecular 
ca acceptor de electroni. Aceasta. explică de ce toate microorganismele care 
oxidează metanolul sînt strict aerobe. 

„Reacţia poate fi descrisă prin următoarea ecuaţie: 


CH,OH + 0, > HCHO + H,0, 


Studiile efectuate asupra specificității de substrat au arătat că alcool- 
oxidaza nu este specifică pentru metanol. Ea este activă pentru etanol, 1- 
propanol, 1-butanol, 2-propen-1-01, 2-buten-1-01, 2-clor-etanol, 2-brome- 
tanol si. formaldehida ; este inactivă pentru alcool cu lungimi ale catenei al-. 
chil mai mari de 5 atomi de carbon, alcooli secundari si terțiari şi alcooli aro- 
matici. 

Valorile constantei Michaelis (Km) indică faptul că metanolul este cel 
mai. bun substrat pentru enzimă ; afinitatea alcool-oxidazei pentru alcooli 
descrește o dată cu creșterea. lungimii catenei alchil. i 

Enzima a fost extrasă, purificată si Se la un mare număr de 
drojdit metilotrofe (Sahm; 1977). 

Spectrul: de. absorbție în vizibil al enzimei native (avînd două Melia 
la 460 mm si 375 mm) a sugerat posibila contribuţie a unui derivat flavinic 
la enzimă, ca grup prostetic. Această flavin& a fost identificată ca FAD, 
legat necovalent la proteina-enzimă. 

Greutatea moleculară a: enzimei este de 600 000—670 000. Enzima este 
compusă din 8 subunități identice, avînd o greutate moleculară de 74 000— 
83 000 fiecare. Ea contine 8 moli de FAD pentru 1 mol de enzima. 

| Rolul acestei enzime în oxidarea metanolului poate fi pa evidenţiat 
prin izolarea unei mutante căreia îi lipsește alcool-oxidaza, Mı tanta este in- 
capabilă de a oxida sau a creşte pe metanol (Sahm, 1974). Activitatea 
enzimei este foarte scăzută sau nedetectabilă la drojdiile caré cresc pe glu- 
coză, etanol sau glicerol. În cursul adaptării de la glucoză la metanol, acti- 
vitatea enzimei creşte înainte ca dezvoltarea pe metanol să înceapă. Enzima 
se formează deci inductibil, în prezența metanolului. | 
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In. vivo, eoi oxidaza os asociată cu catalaza care descompune pero- 
xidul de hidrogen format: i 


4.0, > Ha o ZA Sr Oi * 
„Reacţia globală poate fi scrisă: 
CH,0H 4: 1/2 O, > , HCHO + H, 0. 


. Activitatea catalazică apare” deci indispensabilă pentru T p ae com- 
pusului toxic format. 


La celulele crescute pe metanol şi aflate | in fază Placa, activitatea 
catalazică este de 5 ori mai mare decît la celulele crescute pe.glucoză sau 
etanol. La celulele aflate în fază exponențială, activitatea catalazică este mult 
‘mai mare comparativ cu celulele aflate in fază staţionară. După transferul 
celulelor-crescute pe glucoză pe mediu cu metanol, activitatea catalazică creşte 


„foarte rapid în primele 5 ore.. Ca şi alcool-oxidaza, catalaza se formează deci 
inductibil. Studiile efectuate au arătat că însuși metanolul și nu peroxidul de 
hidrogen acţionează ca inductor (Sahm, 1974, 1976). | 


„Deci, la drojdiile metilotrofe,: Eee metanolului la for maldehida are 
loc prin două reacții : ) 


„+ — prima este pe'calea, unei alcool-oxidade care. cere oxigen si produce 
peroxid de hidrogen alături de formaldehidă ; i 


-__ a doua este acţiunea peroxidativă a catalazei care foloseste peroxi- 
„dul de hidrogen generat de: alcool-oxidaza. „Aceasta înseamnă ca "oxidarea 
metanolului la formaldehidă este diferită la dr ojdiile metilotrofe faţă de bac- 
teriile metilotrofe. Principalele diferente sumarizate de Sahm ee) sint 
“Beezentale in piebelly 86. . 


>» 


j Tabelul 86 
- Comparaţie între proprietăţile metanol- dehidrogenazei: bacteriilor metilotrofe 


ba și alcool oxidazet drojdiilor metilotrofe 
ig. eee Ais me (după Sahm, 191 


E E ot A Metanol-dehidrogenaza Alcool-oxidaza la. drojdii 
mak: ited Bo N la bacterii metilotrofe. metilotrofe 


Grup prostetic S Pteridina AA : nA FADS 
"Activare? 9 e Law NH}, metilamina > ~ oo 
“Greutate molecu- 7 120 000—140 000 600 000—670 000 
lara (două subunități) - (opt subunități) 
Ama : 280—350 nm 280, 375, 460 nm 
| Km CH,OH . 10,02 mM ` 0,2—2 mM ; 
Substrat - ; l Alcooli alifatici primari pina ` Alcooli alifatici PE 
; A -la o lungime a catenei de .| . pînă la o lungime a ca- 
Cs, formaldehidă şi ace- „tenei. de G,, formal- 
. taldehida . a "| dehidă | 


‘in metabolismul drojdiilor - metilotrofe, formaldehida ocupă o poziție 


codi. deoarece, la, nivelul său, metabolismul. anabolic se desparte de cel 
energetic : substratul C: eee fi sine dea apentra oxidare: completă la dioxid: 
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de carbon cu producerea. energiei „necesare pentr u Fenosa sau „Paste fi asi- 
milat ca biomasă celulară : 


Ter in OH >| [CHO Heno] > HCOOH > T; 


Asimilare C, 
(calea ribu- 
lozomonofosfat) 


Alcool-oxidaza, enzima cheie a- drojdiilor metilotrofe, orientează reac- 
tiile atit spre dezasimilatie cit si spre asimilaţie Cia 1977). 


T 7. ZA OXIDAREA FORMALDEHIDEI LA FORMIAT 


_La toate drojdiile metilotrofe studiate, oxidarea formaldehidei Be for- 
miat are loc sub acţiunea enzimei formaldehid-dehidrogenază dependentă 
de NAD şi care necesită glutation (GSH). Enzima este indusă de metanol sau 
formaldehida si este. represată de glucoză sau etanol. 

Greutatea moleculară a enzimei purificate este de 80000. Enzima este 
compusă din două subunități identice,. avind o greutate moleculară de 
40 000 fiecare. : 

Produsul de oxidare este S- formil glutationul : 


H: H 


oe = 
HaC 0 4: GSH OO 
` | 


GS 
H te | 
HC OH prapt sioda i 2c 04 NADH 
i | - dehidrogenază | ia? 
GSe! GS: 


 S-tormil glutationul poate fi hidrolizat enzimatic (sub acțiunea unei 
hidrolaze) sau: neenzimatic la formiat si glutation : 
He-G yg. nists 17 :i3-0. + GSH 
ak | oH 
Reactia globala poate fi: 


GSH 


HCHO + NAD + H,0 HCOOH + NAD H, 


Recent (Sahm, 1977) s-a găsit că, la drojdiile metilotrofe, for maldehida 
poate fi oxidată la formiat sub acțiunea enzimei alcool- oxidaza, după reacția : 


HCHO + 0, + H,O HCOOH 4:H,0, 


- Oxidarea . formiatului Ja CO, Reacţia are. loc sub acțiunea ° enzimei 
formiat- -dihidrogeneza_ dependenta de NAD: 


‘HCOOH NAD + CO, +. NAD. H}: . i 
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-6SH 


gt | -Formoldehid ` A dy | în 
HCHO -dehidrogenaza : "20 : : z 
H-C=0 —>> =| CIO S 
FAD-. H2 : NOD S E 


5 Late A 
NAD,H3 GS Nap NAD, H, 


Catalaza 


“Fig. 136. Calea de oxidare a metanolului la drojăiile metilotrofe (după- Sahm, 1977). 


Greutatea moleculară a enzimei. este de 74 000. După i bea în sub- 
unităţi, s-a. estimat că: greutatea moleculară a catenei polipeptidice | este de 
36 000. Deoarece aceasta este aproximativ jumătate din valoarea găsită în 
condiţii native, pare că formiat-dehidrogenaza ay Ty metilotrofe este un 
dimer, compus din 2 subunități identice. 

Constantele Michaelis (Km) au tost gasites a fi de 13 mM pentru formiat 
si de 0,09 mM pentru NAD. 

„ Destul de recent. Van Dijken (1976) - a arătat că A ichid 
genaza drojdiilor metilotrofe are o afinitate dè 40 ori mai mare pentru S-for- 
„ milglutation decit pentru formiat. El a demonstrat că enzima hidrolizează 
S-formilglutationul în prezență de NAD, după care oxidează formiatul la CO, 
Deoarece rezultate similare au fost obținute la toate formiat-dehidrogenazele 
testate, hidroliza S-formil glutationului urmată de oxidarea formiatului apare 
cao proprietate generală a  tormiat-dehidrogenazelor drojdiilor care utili- 
zează metanolul, 

Deoarece la toate: drojdiile metilotrofe ru BA au “fost găsite . enzime 
„similare responasbile de oxidarea metanolului, se poate. aprecia că drojdiile 
metilotroie. oxidează metanolul pe calea. indicată în fig. 136. 


5.7.2. ASIMILAREA METANOLULUI 


Un aspect chimic deosebit de important în legătură cu drojdiile consu- 
matoare de metanol este felul în care acestea asimilează atomul de carbon 
‘al metanolului, în vederea utilizării exclusive a acestuia în sinteza tututor 
„compușilor cu carbon. de care are nevoie: Datele actuale arată că, indiferent 
de tulpină, drojdiile consumatoare: de metanol asimilează formaldehida pe 
calea ribulozo-5- fosfatului - (ciclul Quayle). - 

După Q uayle (1978), calea ribulozo- monofosfat evoluează în trei 
faze succesive (fig. 137). 

În. faza de fixare are loc condensarea a 3 molecule de foriiatdehida cu 
3 molecule de ribulozo-5-fosfat. Reactia este catalizata de enzima cheie a 
ciclului, hexozofosfat-sintetaza, a cărei coenzimă este tiamin pirofosfatul 
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FIXARE - 


-ADP ATP ADP 


DHAP 6 


i APG API 
A 
CUVARE 


Fig. 137. Ciclul ribulozomonofosfatului (RuMP) (după Quayle, 1978) : 
RuMP — ribulozomonofosfat ; HuMP — hexulozo-6-fosfat ; FMP — fructozo-6-fesfat ; `” 
APG — aldehidă-3-fosfoglicerică; DHAP — dehidroxiacetonfosfat ; EMP — eritrozo-4-fos- 
at; SDP — sedoneptulozodifosfat ; SMP — .sedoheptulozo-7-fosfat ; RiMP — ribozo-5- 
val: fosfat; XuMP — xilulozo-5-fosfat. . i 


7 


REGENERARE =—— FNP 


TPP). Se formează 3 molecule de hexulozo-6-fosfat care, sub acțiunea hexu- 
ozo-fosfat-izomerazei, se epimerizează la fructoză-5 fosfat : 


mene) =I CH,OH S (CH,OH 
| Hon ay 6-0 c-o 
HCHO + HC-OH > ECO e. 062 
HC—OH | y a HCO = Hc-on 
dive Luigi egg 3 Leo i pOH 
5 A; CH,—OsPO,H, CH,—0—PO,H, 
Ribulozo-5-P =- Hexulozo-6-P Fructozo-6-P 


in faza de clivare are loc scindarea unei molecule de fructozo-6-fosfat si 
roducerea a doi compuși noi: gliceroaldehid-fosfatul, necesar reacțiilor din 
aza a treia si dihidroxiacetonofosfatul, care poate ft considerat produsul 
rimar net al ciclului, deoarece poate fi utilizat în scop biosintetic. 

Fáza a treia, faza de regenerare, conţine ansamblul reacţiilor necesare 
entru regenerarea a 3 molecule de ribulozo-d-fosfat pornind de la două mo- 
ecule de fructoză-6-fosfat, necesare pentru inchiderea ciclulul şi asigurarea 
n continuare a reacţiilor, de condensare cu formaldehida. i 

Ciclul ribulozo-monofosfat are ca rezultat sinteza de triozofosfat sau 
iruvat, pornind dela 3 molecule de formaldehidă, aşa cum reiese din fig. 138. 
Dacă triozofosfatul este reciclat, el asigură sinteza de tetroze, pentoze și he- 
cozofosfati, furnizind astfel diferite schelete de carbohidrați necesare pentru 
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- 2RuMP, 


+ 
` 


„Reactia generaic : 5HOHO——Pentozo-P 


[erona E] Sieg SKE 
Pentozo--P(Xu MP ) i à FMP 
‘ i PN į 
- A N 
i a 2 4 P 2 A 
mome | [ic]: 


Reatrio generală î.î0 HOHO == Fructozo=P Ta P 


Fig. 138. Reacțiile care asigura sinteza de telroze, pentoze şi hexozein ciclul ribulozomono- 
fosfatului : 


TC — transcetoloza ; TA — transaldoloza (dupa Quayle, 1979). 


sinteza peretilor celulari, a aminoacizilor aromatici, acizilor nucleici si: poli- 
zaharidelor, fără ca să necesite participarea unor enzime adiționale fata de 
cele implicate în ciclul Iag: 


5. 8. CINETICA PROCESULUI DE. OBTINERE A PROTEINELOR 
pas SISTEM DISCONTINUU ‘SI CONTINUU 


Studiul. ane al procesului de a a proteinelor- pe bază de me- 
tanol a preocupat şi preocupă un mare număr de cercetători (Hill, 1974; 
Minami, 1978; Miron, 1987). Performanţele cinetice ale tulpinii determina 
‘forma instalaţiei industriale si, deci, investiţia necesară. 

Parametrii cinetici sînt utilizaţi in elaborarea unui model matematic 
pentru calculul corelatiilor fundamentale de obtinere a Po pelor din me- 
tanol. 

Pa] sindul lui, modelul a cepe este folosit în otpimizarea condițiilor 
de cultivare în flux continuu. : . 


58.1. PARAMETRII CINETICI 


O caracteristică a. bioprocesului constă în transformarea substratului 
metanol în formaldehidă si formiat care au ca rezultat multiplicarea micro- 
ep melor, 


5, 8.1.1. CINETICA PROCESULUI ÎN SISTEM DISCONTINUU 


În condiţii ideale de multiplicare (în faza exponențială) cantitatea de 
"masă celulară creşte în funcţie de timp după o progresie geometrică, adică 
se multiplică printr-un factor constant la: fiecare unitate de timp. Creşterea 
biomasei X(t), este descrisă de o „ecuaţie de forma: 
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Lă 


mde : t este timpul de bioconversie a metanolului 1a- biomasă (h); 


„X — concentrația celulară (substanța uscată, biomasa, DCW, dry 
„cell weight) (gl); . , | - i 
Os 5: rata specifică de creştere celulară (rata de multiplicare, vi- 


=. teza de multiplicare, coeficient de creştere) (ho) ; 
= Ecuația (277) se poate serie si sub forma :. 
| saat | 
A = u di. Ves (278) 


Prin integrarea într-un interval de timp discret /;...t;, ecuaţia (278) 
levine : A | 


In X; zii In X; = ult; — l > (279) 
le unde: . i 
ay In X; — In Xi (280) 
PERI a | F 


Se calculează valoarea lui u din ecuația (280) pentru fiecare interval 
ie timp dintre două probe ale unei cultivări.. bs 


Pe parcursul procesului de biosinteză proteică, rata specifica de creştere 
elulară se modifică. Valoarea maximă găsită reprezintă rata specifică de 
reştere maximă (uC) pentru cultivarea respectivă. | | 

Pentru determinarea statistică a ratei specifice de creștere celulară se 
tilizează valorile obţinute pe un număr cît mai mare de experimentări 
fectuate la diferite nivele de capacitate. 

Timpul de dublare a concentraţiei de celule (Tp) poate fi calculat după 
ormula : re | 


i | is. Pes “Xin 2 P (281) 
' dx . 
pre In 2. 
Adica, A= | (282) 
u ; 


După Anghelache (1978), timpul de dublare a concentrației de 

elule este de ordinul : rA 
` — 'minutelor, în cazul organismelor unicelulare ; 

— zilelor, în cazul plantelor bogate în proteine ; 

— siptaminilor, în“ cazul păsărilor şi animalelor. PR 

Într-un bioproces de obţinere a proteinelor, randamentele celulare fata 
e' substratul metanol depind, în mare măsură, de concentrațiile de metanol 
1 care sînt supuse celulele pe parcursul cultivării, atit excesul de metanol 
it şi lipsa acestuia din mediu ducind la randamente scăzute de bioconversie 
acestuia la biomasă. De aceea, în cazul modelelor de creștere a populațiilor 
e celule, ca variabile dinamice se folosesc, alături de concentrațiile celulare 
ca elemente de măsură a ratei de multiplicare), si concentrațiile substratului 
etanol. Cu alte cuvinte; rata specifică de creștere celulară depinde de con- 
entratia substratului limitativ : | 


Ss 

u = Un aL (283) : 

E ORKES . 

nde S este concentraţia metanolului (g %); 
= K, — constanta de saturare. 


Pe lingă K, ce reprezintă cea mai mică concentraţie a substratului la: 
care rata specifică de creştere este egală cu 1/2 din rata maximă. specifică în 
„absenţa inhibitiei, trebuie introdusă şi constanta de inhibitie. (K,) ce repre- 
- zinta concentraţia cea mai mare a.substratului la care rata -specifică de cres- 

„tere este egală cu: 1/2 din rata maximă specifică in. absenţa. inhibiției. Din 
“acest punct de vedere, relaţia (283) trebuie: astfel transformata încât să ex- 


„prime și să comensureze inhibitia prin substrat : 
cy a E J | S i c + 
A re eT A (284) 
| K,+S+ 2. ' 
i, f K; - 


acțiunea sa inhibitoare: , ss | | 
— reacţie chimică eu unul sau mai multe componente celulare; 
„— absorbție sau complexare cu enzimă, coenzimă sau alt “substrat ; 
— intrarea inhibitorului în secvenţa normală de reacţie ; 
' — disocierea unor agregate enzimatice; , Sins 
— modificarea variabilelor fizico-chimice ale” mediului extern: pH, 
tărie: ionică, constantă dielectrică,. efect. de solvent ; - pr 
„— complexare sau alte interacțiuni cu componentele celulare cu funcţie 
de control. ` PA Te f F A AiE ; 
"Ținînd cont de marea diversitate a mecanismelor de inhibitie precum 
Şi de faptul că o inhibitie’se poate realiza concomitent prin mai multe meca- 
nisme, diferiți autori au propus o serie de, ecuaţii care să exprime cit mai 
fidel inhibitia prin substrat. Cea mai simplă ecuaţie adaptată care corelează 
viteza de consum a substratului cu multiplicarea microorganismului este, de, 
forma: ke aed oy: : | 


Există mai multe mecanisme posibile prin care o substanță realizează 


Ty le! (285) 
unde: y este coeficientul de conversie a metanolului la biomasă. 
5.8.1.2. CINETICA PROCESULUI iN SISTEM CONTINUU 
“În sistem continuu, -bioreactorul în care are loc multiplicarea “celulelor 
este alimentat cu un debit constant de mediu nutritiv. Celulele se vor repro- 
‘duce într-un mediu de volum V, cu un coeficient de creștere, constant, p. 
„Debitul de biomasă (mediu +: celule) se va menţine constant, cu ajutorul 


unui sistem de alimentare-evacuare adecvat. Timpul de staţionare. într-un 
asemenea bioreactor alimentat cu un mediu nutritiv la un debit orar W va 


fi egal cu < ore. Inversul acestui timp de staționare, W/V. = D; se denu- 

meste rată de dilutie. Ali ou a eA magi 

„S-a menţionat că, pentru o cultură aflată în faza de dezvoltare expo- 

nenfiala, creşterea densității microbiene se exprimă prin relația dX/di = uX- 
ntr-o cultură continuă, aportul mediului proaspăt tinde să dilueze cul- 

„tura și deci: să, scadă densitatea celulară, ceea ce se exprimă prin relația: . 


a : , 


an st pe nth (286) 
sat De sy aes aL RAI pf (ee 
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„Combinînd expresia creşterii densităţii celulare cu aceea a efectului de 
dilutie prin adăugarea mediului, se obține relaţia: 


dy | | 
= = (u — D) (288) 


„care exprimă efectul global. 

th procesul obţinerii de proteine în flux continuu, se pot ivi u:mătoarele 
situaţii: | eee 

„— rata de diluție (D) 'mai mare decit rata specifică maximă de creştere 
(Um), adică D > um; în acest caz, raportul dX/d( devine negativ ; concen- 
tratiile celulare (X) vor descrește, pînă cînd toate celulele vor fi evacuate din 
bioreactor ; on Ri i ; 

„„— Tata de dilufie mai mică decit rata specifică maxima de creştere, adică 
D < um; în acest caz raportul dX/dt > 0; concentrațiile celulare au ten- 
dinta să crească; . | AT et Tai Ă 

=~ — rata de dilutie egală cu rata specifică maxima de creștere, adică D — 
= um; în acest caz, se poate scrie dX/dt = 0; concentrațiile celulare devin 
Stabile; pentru aceasta se reglează aportul mediului nutritiv la o anumită 
valoare, astfel încît rata de creştere să fie întotdeauna maximă. 

În funcție de condițiile de cultivare, tulpinile de drojdii sînt inhibate la 
diferite concentratii ale substratului. metanol. Astfel, cultivată în "condiţii 
de flacoane agitate, Candida N-17 are următoarea tendinţă : la concentraţii 
de metanol rezidual mai mici de 0,5%, viteza de multiplicare (u) se menține 
constantă ; la concentraţii de metanol rezidual mai mari de 0,5%, viteza de: 
multiplicare scade. La cultivarea continuă, viteza de multiplicare scade în 
cazul in care concentrațiile de metanol rezidual sînt mai -mici de 0,03%, 
(Yamauchi, 1979)... à ) 

Cultivată în bioreactoare Jar de 16 și 301, Kuraishi (1975) constată: 

— în cazul în care metanolul rezidual este mai mic de 0,2%, 


ULM FU | E 
| 2 OM b= um; 
(Re Mena < 0,2%) n = u K, 4 S 


— la concentraţii de metanol mai mari de 0,2%, (Re MeOH > 0,2% 


UL =! Ghee . În urma studiilor s-a stabilit că valoarea lui x variază 


Kat 8 | 
invers proporțional cu concentrația de metanol rezidual. 
Rezultate similare s-au obținut şi: în cazul cultivării drojdiei Candida 
boidinii în condiții de flacoane agitate (Pilat, 1975). Astfel, pentru o concen- 
i i 4 S S Wi 
tratie de metanol rezidual de 0—0,1%, u = Lae car Pentru concentra- 
~ i i m . e . i, A i 
{ti de 0,8—3 %, u este constant, iar durata fazei lag creşte. Pentru concentrații 
mai mari de 3%, ù scade, iar durata fazei lag creşte tot mai. mult (fig. 139). 
Cind. Torulopsis ernobii este cultivat într-un bioreactor Jar de 2 1, ca- 
pacitate, relaţia dintre u si S, este: 
u pm, la 0 < Ss 0,5% ȘI 
' K,+ So i 


op um i, la 0,5 < S, < 4% (Elmeyargi, 1977). 

gi Ki So | | | 
Deci, în legătură cu inhibitia prin substrat, desi microorganismele și condi- 
litle de cultivare sînt diferite, rezultatele sînt similare : 
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me Fig. 139. Efectul concentrafiei de metanol rong Sud asupra ratei specifice de 
„creștere (u) şi duratei fazei ‘lag la Candida boidinii (după Pilat, 1975). 


a în cazul unor concentraţii scăzute ote metanol Gea viteza de 
multiplicare crește cu creșterea concentraţiei metanolului rezidual, conform 


S 
i Monod: = un; 
ecuapreip ui ono u Lem eS 


_— in. cazul unor concentrații mari de metanol reeled. u E o dată. 
cu creşterea concentrației substratului; la concentrații de aproximativ 3% 
se stabilește inhibitia prin substrat ; 


— între cele două concentraţii există un punct critic (a valori ale me- 
tanolului > Ea Me mai mici de 0,1%) în care [e (acinezala [oa celulară este 
„mare, 


La scară industrială există, de asemenea, pericolul fe anii unor con- 
centratii ridicate de metanol rezidual. De aceea, este necesară o alimentare 
atentă cu metanol, pentru a evita efectul nociv al acestuia. In cazul depa- 
şirii. limitelor substratului metanol,. prin activitatea oxigenului o mare can- 
titaté de metanol- este- oxidat la formaldehidă. Metabolismul insuficient al 


_ formaldehidei duce la acumularea acestuia în cantități mari, ceea ce impie- 
dica multiplicarea microorganimelor. 

Pilat (1975) sustine ci nocivitatea metanolului asupra. „microorga- 
nismelor este de 100 de ori mai mare pentru formaldehidă — prima treaptă 
de oxidare a metanolului — și de 10 ori mai mare pentr u formiat, a doua 
treaptă de oxidare a metanolului. În fig. 140 este prezentată dependența vi- 
tezei specifice de creştere la Candida boidinii de concentrația de formaldehidă 
din mediu (0—0,1 % v/v), împreună cu 1% v/v metanol rezidual. La Candida 
„boidinii, valoarea limită neinhibitorie pentru formaldehidă este: de 0,01% 
O concentraţie mai mare produce o inhibifie parțială a creşterii. La concen- 
tratii de 0,08%, formaldehida in Aata de 1%. metanol are loc o inhibitie 
totala a multiplicării. | 


0,05 Awe 010 
< CHOH fe] YA 


. Fig. 140. Dependenţa „vitezei specifice de creştere (w) de prezenţa 
formaldehidei alături de 1% v/v metanol la Candida boidinii (după 
Pilat, 1975). 
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‘Fig. 141.. Dependenţa vitezei specifice de creștere (u) de concentraţia acidului 

formic în prezenţa a 1%, v/v metanol la Candida boidinii (după Pilat, 1975). 

În ce privește formiatul, acesta nu poate fi utilizat ca unică sursă de 

carbon şi energie de către Candida boidinii 11Bh. La concentraţii cuprinse 
a i} Di . r >. . . z 

intre 0,1—1% v/v formiat, creşterea microorganismului nu are loc (fg. 141). 


5.9. MODELE DE BIOREACTOARE IN FLUX CONTINUU 


La obținerea proteinelor in flux contivuu, elementele tehnologice deo- 
ebit de importante sînt : realizarea unui transfer de oxigen si dioxid de car- 
on adecvat si asigurarea unei asepsii perfecte intr-un interval foarte mare 
le timp (2—6 luni). | | 
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Tipurile clasice de reactoare de biosinteză, cele cu agitare mecanică (Aiba, 
1973), au creat, la vremea respectivă, dificultăţi atit in- păstrarea sterilitatii 
. (mai ales cele de mare productivitate) cît şi în consumul exagerat de ener gie. 
De aceea, obținerea proteinelor. a fost in strinsă conexiune cu realizarea! si 
apoi ridicarea la scară la nivel industrial a unui nou tip de reactoare. de bio- 
sinteză, bioreactoarele air-lift. | 


Reactoarele™ moderne de biosinteză proteică, de tip air-lift, permit reas 


~lizarea unor viteze mari de transfer de masă si căldură. In toate studiile 
privind performanțele noilor bioreactoare (Muscă, 1987), s-a urmărit asi- 
gurarea unei aeratii cit mai intense, datorită faptului că productivitatea 


este funcţie de cantitatea de oxigen dizolvat care, la rîndul ei, este deter-. 


_minată..de compoziția mediului de cultură, înălțimea stratului de lichid si 
în mod deosebit de sistemul de distribuire a aerului.. Geornetira deosebită 
a acestui tip de bioreactoare permite realizarea unui amestec intim între fa- 
zele reactante, cu:un consum cit mai mic de energie. La aceste bioreactoare 
gazul si lichidul circulă in echicurent. .Omogenizarea masei de reacţie este 
~ asigurată prin barbotarea unui curent de aer steril, agitarea ; şi aerarea asi- 
gurîndu-se astfel simultan. | 

Bioreactoarele air-lift prezintă o serie de variante : 

— bioreactoare air-lift cu circulație normală, cînd fluxul de lichid este 
ascendent în tubul concentric interior și descendent în spaţiul intercilindrie 
(tub concentric interior = draft) ; 

— bioreactoare air-lift cu circulatie in\er sid cînd fluxul de lichid este 
descendent în tubul concentric si ascendent. în spaţiul intercilindric ; 
~ — bioreactoare air-lift cu agitare mecanică. şi -pneumatică, în care caz 
fluxul de aer este dirijat suplimentar, cu ajutorul a he -2 agitatoare actio- 
nate de către un motor. 

Principalul tip de- bioreactor dezvoltat pînă la nivel industrial este air- 
lift-ul cu circulație normală (fig. 142). 


Experimentările pe acest tip de bioreactoare au urmărit stabilirea unor 


corelatii între viteza ascendentă a aerului si productivitate, precum si între 


consumul de energie si productivitate, în scopul determinării domeniului in | 


care consumul ES energie este minim. Performantele. realizate de diferite. 
firme pot: fi exemplificate dupa cum urmează: | - \ 


Kuraishi si Fuji-(1975) au propus un air-lift cu un draft și site. | 


din tabla. perforata, aşezate in-turn (0,45 @ x 5,6 mH) (fig. 143-1). Autorii 
consideră că pentru ridicarea la scară, pentru 500 t/an, draftul trebuie să 
aibă următoarele dimensiuni : 


— viteza medie de difuzare — 16, 5 kg-0, Jos. h; 
— viteza- de multiplicare — 14,0 kg /m3-h. 
In fig. 143-2 este prezentat un model de instalaţie cu: perfor mante de 


aerare superioare pentru absorbtia oxigenului de către cultură. Prin sitele de 


tablă perforată, curentul de aer.care urcă este din :nou dispersat, mărind 
suprafaţa de contact între lichid si aer. Prin' asigurarea unui curent suficient 
„de puternic al: lichidului, se împieidcă crearea de diferente de densitate şi, 


deci, omogenizarea lichidului. Pe lîngă avantajele menţionate anterior, in- 
stalatia prezintă dezavantajul unor dificultăți în realizarea sterilității Și 


întreţinerii. P. d 
Mina mi (1978) a propus un. air-lift cu un ad Bata de. bule şi. cu 


agitare (fig.-143-3). În condiţiile cultivării în flux continuu la presiune nor- 


“mali, viteza de multiplicare a unei drojdii metilotrofe de. proveniență. ne- 
specificată a fost de 4 kg/m*-h. | 
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Fig. 142. Schema unui bioreactor Air-lift cu circulație 
7 normală. 


Goto (1979) a propus (fig. 143-4) un bioreactor turn cu două duze 
pentru fluid (0,21 mH x 1,05 mH): Presiunea aerului în duză este de 1,2 kg/ 
cm?, Sistemul a fost folosit pentru cultivarea unei bacterii metilotrofe, Methy- 
lomonas sp.. C-1012 in flux continuu. Rata de recirculare a fost de 2 500 I/h, 
iar viteza de înmulţire de 6,93 kg/m3-h. N 

Faust (Uhde-Hoechst, 1977) a folosit un bioreactor cu jet (fig. 143-5). 
El a efectuat un studiu al ridicării la scară de la 301 la 3000 l; după mo- 
delul oferit, s-a construit o instalație de 50 t/an. Bioreactorul Uhde-Hoechst 
fata de cel a lui DIC (Dainippon Ink Chemicals) (Suzuki, 1981) prezintă 
următoarele caracteristici, în ce priveşte difuziunea oxigenului : 


| . Uhde-Hoechst i DIC 


Microorganisme bacterii drojdii 

Viteza de înmulțire  _ | 
(kg celule/m?-h) ~ ng d: hy | eo -* 3,4 

Randament de biocon- 
versie (%) ile WO,” - 0,335 


19— Biologia si tehnologia drojdiilor, vol. III — cd, 112 ime { 289 


Mediu fermentat 


| Gaz exhaustat 


- Goz exhaustat 


id 


Fig. 143. Tipuri de bioreactoare airlift folosite in obtinerea = proteine din metanol, 


Viteza de difuziuite MOET me i 20; 410,5 
(kg 0./m3h) ~ ate M.. 

Consumul de oxigen 
(kg O2/kg O, furnizat) >0, 25 0,14 


În cazul lui Uhde-Hoeclhst, eficiența consumului de oxigen este mai slabă; 
dar necesară pentru realizarea unui randament de bioconversie mai. bun. 
Miura (1978)-a studiat un fermentator turn cu circulaţie exterioară 
(fig. 143-6). Productivitatea realizată a fost de 9,3 kg/m*-h. Comparativ, 
Con într-un bioreactor. Jar a fost numai 1,8 Jkg/m?-h. După 
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Goto (1979), cauza acestei scăderi a productivității poate fi pusă pe seama 
faptului că dispozitivul nu poate realiza o difuziune satisfăcătoare a oxigenului. 

Gow (LC.L.) a propus in 1979 un tip asemănător de bioreactor (fig. 
143-7). Productivitatea instalaţiei pilot realizată (înălţimea turnului 30 m) 
a fost de 7 kg/m2-h. În partea de coborire a coloanei de lichid, deficitul de 
aerare s-a îmbunătăţit prin creșterea ratei de recirculare, iar în partea ascen- 
dentă s-a introdus un dispozitiv de spargere a bulelor de aer, ducind la viteză 
mare de difuziune a aerului. I.C.I. a mai propus un tip de air-lift cu inălțimea 
turnului de peste 100 m (fig. 143-8). Aeratorul de tip concentric se aseamănă 
“ca formă cu draftul bioreactorului D.I.C. Aceasta face posibilă comparatia 
"între datele din catalog ale firmelor I.C.I. şi D.I.C.: | 


| ICI DIC 

Viteza liniară de aerare U, (m/s) 0,15 1,11 

Viteza liniară a lichidului U, (m/s) . E 1,4 

Viteza de difuziune dO,/di (kg O,/m*-h) >3 2,9 

Energie consumată pe unitate (kg O,/kW-h)  >6 y 3,4 
Randament de consum al oxigenului 

(kg O, consumat/kg O, furnizat) ~ O09 0,12 


Diferenţa dintre U,, U, si dO./dé nu este mare; energia consumată pe 
unitate este de două ori mai mare la I.C.J. faţă de D.I.C. Randamentul de 
consum al oxigenului este de 7 ori mai mare la IC... comparativ cu D.I.C. 
Aceasta depinde. de poziţia spărgătorului de bule de aer si de adîncimea li- 
chidului. | 

Mar wil (1978) a inventat o instalaţie-tub de acrare cu un agitator 
tig 143-9). Tubul de aerare a fost fixat în instalația de absorbţie a aerului. 
n tubul de absorbţie s-a realizat o spargere eficace a bulelor de aer precum 
și reutilizarea excesului de oxigen. | 

Rezultatele obţinute pînă în prezent demonstrează că aceste bioreac- 
toare prezintă o serie de avantaje: 

— construcţie simplă, fără presetupă, ceea ce micşorează riscul conta- 
minării cu alli germeni; | 

- — fenomene de spumare mult mai bine stapinite ; 

— consumuri mai scăzute de energic; 

— distribuție uniformă a componentelor de mediu ; . 

— transfer specific de căldură mai ridicat; 

— utilizare. mai raţională a substratului ; 

“Cercetările pentru perfecţionarea lor continuă. 

Experiența celei mai rentabile tehnologii din lume (I.C.1.) demonstrează, 
o dată in plus, că uzina producătoare trebuie construită pe baza caracteris- 
ticilor microorganismului cultivat în masă şi nu invers (Sasson, 1988). 

Datorită performanţelor realizate, bioreactoarele air-lift au început să 
fie aplicate treptat şi în alte procese de biosinteză în afara celor de obținere 
de proteine, care le-au consacrat (Muscă, 1987). 


| 5.10. MODEL MATEMATIC PENTRU CALCULUL 
CORELATIILOR FUNDAMENTALE LA OBŢINEREA 
DE PROTEINE DIN METANOL 


Orice analiză modernă a proceselor tehnologice implică o formă de mo- 
delare matematică (Troie, 1979). În cazul obţinerii proteinelor din metanol, 
modelul matematic poate fi folosit pentru conducerea automată a biopro- 
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cesului în corulisiile, 4 unei cultivări Gataia şi pentru obţinerea. unor date în 

„vederea îmbunătăţirii geometriei, bioreaetorului. > iza 

Modelul matematic, fiind o descriere teoretică formală a sistefa ii i 
real, este definit, atît din punct de vedere .al datelor de intrare-iesire cit 
şi al comport tamentului în diverse situaţii, cu ajutorul unui aparat matematic, 
care, cu cit este mai complex si mai nuantat cu. atît modelul matematic. 
„este mai bun, se apropie mai mult. de. procesul real. J 
De obicei, apare un conflict între valoarea mare de PEE de in- 
- trare-lesire şi. precizia ridicată cerută de determinarea comportamentului 
sistemului. De asemenea, un număr mare de operații determina un timp de 
` răspuns al modelului matemat’ c inferi or timpului de reacție al sistemului 
„real. 

Deci, un model matematic se exprimă printr-o relaţie sau s'stem de re- 
-latii existente intre variabilele semnificative ale procesului modelat, : inso-= 
tite de unele restrictii cu privire la valorile acestor, variabile (restricții im- 
puse din consideratii de capacitate îzică, rezistenţă mecanică, labilitate, 
securitate etc.). 

Un proces de biosinteză a unui singur. produs (categorie în care intră ȘI 
obținerea proteinelor din metanol) poate fi reprezentat ca o „cutie neagr aS 
(fig. 144) în care la intrare se găsesc variabilele de stare X,, X2.. Xn iar la 
"ieşire apare produsul P,, din exterior actionind factorii perturbatori i ai mediu- 
lui ambiant. (caracterizat cel mai bine de modelul matematic optim). 

"AT Sc considerat că, la obţinerea de proteine în flux continuu într-un bio- 
reactor tip aer-lift, variabilele de stare dependente de timp sint urmatoar ele : 
| „XD: concentraţia de metanol (substrat) 5 d 
- X(t): rata de dilutie ; Ș 
Tae ah Soo, 7 gradul de saturare cu oxigen, da intrare, iar 13: ieşi re P() : concen- i 
 trația de biomasă. 
În spațiul R? al variabilelor de stare există o regiune E = {Xn > x 
i corale regiune experimentală unde: 
X, g/100 ml, (0,01—0 oy) 
D.C a teed E (0,05 —0,15) 
XV, e (5 — 90%) 
P g/i e*(0—25).. 
. Realitatea fizică impl: cio Apaioa P(t) = f KO KAD- -Xa Wh 
deci, determinarea produsului P este functie de evolutia în timp a variabilelor 
de stare. În cazul de fata, fiind dată evoluţia în timp a variabilelor de stare | 

(semnalelor: de intrare) și a produsului (semnal de ieșire), se pune poai 

„determinării, cent care descriu comportarea sistemului. e 


, 
Ci a i at tii ie =. 


Me ail ambiant © = 


f Fig. 144. Reprezentarea unui oda Rast al procesului 5 
de "obţinere a Eero di n drojdii pe metanol (cutie ne agra). 


ho 
ite} 
Bo 


Din modelul komeniga rezultă că modelul matematic este dat de 0 
| deena de pgs 


> fi (Kal IK)? (289) 
1 
i et | (290) 
dP | 
RAS Opt a X,), : (291) 


unde peste rata ji def de UN teie a culturii. 

Modelul matematic ales (Miron, 1987) este un model neliniar, statistico- 
matematic unde s-au folosit ca polinoame de aproximare a funcțiilor f, si fe 
pol:noame . de gradul doi de forma: 


P = axi + Cata + A523; (292) 
U = 402 p ast? + ltz. (293) 


Modelul matematic găsit poate fi utilizat la simularea b'oprocesului pe 
calculator, la îmbunătăţirea formei constructive a bioprocesului etc. EI tre- 
buie verificat, corectat şi îmbogăţit astfel încît să se poată stabili valorile 
parametrilor de stare ce determină o viteză maximă de.crestere a biomasei. 


5.11. CALITATEA PRODUSULUI 


Calitatea biomasci produse de drojdiile metilotrofe este apreciată după - 
criteriile: Comisiei pentru Fermentatie de pe lîngă Uniunea Internaţională 
pentru Chimie Pura si Aplicată (I.M.P.A.C. Internaţional Union for Pure 
and Applical Chemistry). Criteriile si recomandările J.U.P.A.C. au fost date 
publicităț i în lucrarea intitulată „Surse proteice pentru hrana animalelor“ 
(Anonymous, 1979). În plus, Grupul de Avizare a Proteinelor de pe lingă 
F.A.O. a elaborat o serie de recomandări suplimentare pentru proteinele ne- 
convenționale dest'nate alimentaţiei umane. 

Recomandătile I.U,P.A.C. referitoare- la proteinele A ceda 
folosite ca aditivi furajeri inelud : 

-— analiza materiilor prime; 

— analiza produsului finit ; 

— teste toxicologice si nutritionale ale produsului finit; 

— proprietățile- fizice ale produsului finit ; 

— măsuri de depozitare a produsului finit; 

— aspecte legate de încrederea cumpărătorilor: fata de acest tip de pro- 


duse.’ 


5.12. ANALIZA MATERIILOR PRIME 


Analiza metanolului. Metanolul este, în general, o substanță chimică, 
destul de pură. Cu toate acestea, impuritafile sînt întotdeauna prezente, iar 
concentraţia lor poate varia considerabil. 

Microorganismele cultivate pe substrat metanol nu pot metaboliza im- 
puritatile substratului ; cu toate acestea, ele sint adsorbite pe suprafaţa ce- 
lulelor și sînt îndepărtate în timpul procesului de uscare, avind un punct de 
fierbere scăzut.. În tabelul 87 sînt prezentate date analitice tipice ale meta- 


nolului pur şi tehnic. 
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Tabelul 87 


Analize tipice ale metanolului pur și tehnic 
(Dellweg, 1982). - 


Oi rh Calitatea metanolului 
Componentele. 


„Pur Tehnic 
‘Metanol (%). bor ‘ees 99,96 f J81 
Apă (%) by Mores Sera je oe 001265 a 16 
Dimetil eter ens Nedetectabil , 130 © 
Formiat de metil (ppm) ath ~ 20) 200 
"Acetonă: - Urme | "Urme 
Acetat de metil ` Aeneas yi a Urme : 
Etanol (ppm) © atest 80 
2-Propanol (ppm) zii 35 ; 1505p 
1-Propanol (ppm) Nedetectabil =, 30 
2-Butanol (ppm) oA. 19% 150 
1-Butanol (ppm)... Nedetectabil | T (30 


5.13. ANALIZA PRODUSULUI FINIT 
(A BIOMASEI PROTEICE) 


: Pentre a eaten fi utilizat ca adi tiv furajer, produsul fin't este caracleri- 
zat prin următoarele analize : 
_— determinarea umidității reziduale, a \ lipidelor, a proteinelor. fibrelor, 
cenusei, - energiei metabolizate ; ; i i | 
— identificarea si. determinarea : 
— acizilor“ graşi, gk cerol lor, fosfolipidelor, produsilor nes aponifi- 
: „cabili ; - 
z <. — azotului total, azoni aminic, tl acizilor:mueleici, al bazela 
= purińice si pirimi ‘dinice, al ARN-ului si ADN-ului ; 


— macroelementelor (Na, K, Mg, Ca, P, Cl), a microelementelor, 
speciala acelora de importanță toxicologica (Pb, Hg, As), sau cu va- 
“loare nutritivă (Mn, Zn, Cu, Se, Co, ] pt; 


— principalilor carbohidrați ; 
— vitaminelor solubile. $i insolubile în apa; 
—  metanolului rezidual şi a. formaldehidei. 

Potrivit recomandărilor I.U.P.A.C., concentraţia metanolului rezidual 
şi a formaldehidei în biomasa, eta Za d metanol nu trebuie să fie mai mare 
de 20 ppm. 

- Literatura’ conţine o-mare varietate de analize a bio masei produse de 
diferite microorganisme. crescute. pe. metanol. Analizind compoziţia chimică a 
drojdiei ‘metilotrofe -Candida boidinii, Sa hm şi Wagn er (1972) găsesc 
"următoarea compoziţie : "40,819, 6.7 23%. H, şi 5,54% Nz. La analiza com- 
poziției în aminoacizi a biomasei uscate (tabelul. 88) se. observă o cantitate 
ridicată de acid glutamic si acid asnar tic, foarte puțină metionină si relativ 


Ss 


multa lizina. 


294 


q 
. 


i | k : „ Tabelul 88 


i Compoziția în aminoacizi a biomasei uscate de C. boidinii 
<———— a E a i 


Aminoacizii g/100 g i : 8 la 100 g g la 100 g 
i biomasă uscată -| proteină brută, aminoacizi 
PO e Ii PPR 00 ad E Sa! Mat e Pe OE ll ee 4 
Acid aspartic 19425 9,45 12,95 
Treonină 1,52 4,42 6,05 
Serină 1,39 4,03 5,53 
Acid glutamic 3,62 10,45 14,35 
Prolină 091 2,64 3,61 
Glicină 1,28 3,71 9,09 
Alanină 1,42 4,12 5,65 
Valină 1,58 4,59 6,30 
Metionină 0,30 0,86 1,19 
Izoleucină 137 3,98 5,45 
Leucină 1,86 5,39 7,40 
Tirozina ` 0,85 2,46 3,38 
Fenilalanina 1,17 3,39 4,65 
Histidină 0,63 1,85 2,51 
Lizina 2,07 ) GOL 8,24 
Arginină ; eres 1,95... 5,56 7,79 


Rezultatele analizelor produsului finit reflectă proprietățile genetice ale 
microorganismelor folosite, condițiile de cultivare a lor, calităţile reprezen- 
tative ale substratului si ale echipamentului de producţie (Faust, 1983). 


În plus, unele procese pentru obținerea proteinelor de substrat metanol 
includ şi purificarea bjomasei proteice pentru izolarea proteinei de celelalte 
componente’ neproteice. Astfel, compoziţia biomasei proteice purific ate de 
Schlig mann (1978) este următoarea ::90% aminoacizi, 2% acizi nucleici, 
0,5% lipide, 3% ¢ carbohidrați si 5% minerale. Puritatea acestei proteine 
precum: şi cal tafile ei nutritive permit folosirea acesteia în alimentaţia umană. 

Teste toxicologice si nutrifionale ale produsului finit. Biomasa produsă 
de drojdiile metilotrofe a fost intens testată în experienţe pe termen lung, 
pe o mare varietate de animale. 

Biomasa proteică obţinută din Lto cu ajutorul drojdiilor are un coefi- 
cient de digestibil tate ridicat, de peste 90% Yor find mai bun decit al soiei 
si-orzului. Aceeași remarcă este valabila si in cazul valorii nutritive. wert 
1982)... l ; 

În concluzie, sari mele obţinute industrial din drojdii metilotrofe au 
fost declarate „demne de încredere“ în ce priveşte: administrarea lor în hrana 
animalelor. Calitatea lor dep: nde de procesul de producție și este periei pala 
cu cea a proteinelor din soia, făină de pește şi cazeină. 

Într-un număr de ţări industrializate, în special în vestul Europei, ele 
sint legal permise $i inregistrate ca surse de hrană animală (Faust, 1983). 


5.14. RANDAMENT ȘI PRODUCTIVITATE 
ates a ea aa ad IN PRODUCTIA DE BIOMASA 
Creşterea drojdiilor metilotrofe pe substrat metanol este caracterizată 


printr-un mare număr de valori particulare pentru acest proces, cum ar fi: di 
— compoziția mediului de cultură ; 
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` -= — temperatura (° ©); : i | | 4 
np el waa aa 
— concentraţia substratului metanol (8%); | F 
— rata de dilutie (h™); | 
tata specifică maximă de creştere, MRD —— N 
_— timpul de staționare (h) ;. Ava 
_ — timpul de dublare a concentrației de celule (h); 
— rata de transfer a oxigenului Apa ae 
— rata de aerare (ll7!min~) ; PR 
— concentrația celulară uscată (gi 1); a 
— conţinutul în azot (g) A da E 
“— conținutul in acizi nucleici (g%) ; 
o_o continutul proteinei in aminoacizi (g%) i 
— consumul specific de metanol, materii prime ; 3 | ee 
’ — volumul de reacţie (m°); | | a. 
— randamentul de bioconversie a metanolului la biomasa yer 
—. productivitatea celulelor (gl“h™) ; 
< — eficiența utilizării substratului metanol. 
Valoarea medie a unora dintre parametri este prezentată în tabelul 89. 


Tabelul 89 


Valoarea medie a parametrilor au roata de proteine : din EE cu drojdii 
, (după Faust, 1983) ; : my 


Parametrii = Valoare 


` Compoziţia mediului. : MP og Ves Conf. tabelului 84 
` Temperatura, °C - ta să : _ 30 
rii pile Feline l N | 4,5 
Rată de diluţie (h~?) =) AR > 0,15—0,2 © 
“Timp de dublare (h) : l 5—7. 4 
Rat# de transfer a paul (kgh"tm-*) > 3 6 
„Densitate celulară (gl~?) e yé) i 4 0025 
„ Productivitate (gh) = “Wake BSS "Aa 
200, 2 Concentran = 8 e O + Parametrii de control ai podem 
PACS PE SETS | Pt ee QR „- cesului de obţinere de proteine din — 
aag | P metanol cu drojdii sint prezenti 
a 3 gO resiune 
dey Pai ee ae ze es ‘fig. 145. = ț 
z i pa: ` Printre parametrii enumerati; o 


loebit de medu 
Co a e minerală importanță deosebită pentru bioin- 
Hes | ad CNP „ginerie o are randamentul. de bio- 
US strat. pT Say şi efluent conversie a metanolului la biomasă. 
s L za A ~ 


ELN 


Teni Acest factor defineşte costul sub- 
Debit substrat F 


Acid- bază “stratului. metanol în procesul de Ă 
` obţinere de proteine si, deci, costul 
produsului finit. 
La drojdiile metilotrofe, randa- 
mentul biomasei fafa de substratul 


Fig. “145, Parametrii de control a procesului | metanol este de: abe 10%. (Faull 
„de obținere de. proteine din metanol. (după, 
Faust, 1983). 1983). 


1emperatură 


l iu ae a 
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5.14.2. PRODUCTIVITATEA CELULARĂ - 


Din punct de vedere economic, indicele cel mai important în culturile 


de organisme unicelul 


uscate obt 
cercetărilo 
este mai 1 


Minami, 1978; Bayer, 1987; Kapultsevich, 
Astiel, în cazul folosirii alcoolului metilic, productivitatea 


creşte de la 2,50 gl" :h-! in proces discontinuu, 


are îl constituie productivitatea, adică masa de celule 


inute pe unitatea de volum de cultură in unitatea de timp. Pe baza 
r efectuate de diferiţi autori, rezultă că productivitatea celulară 
mare pentru un microorganism in sistem continuu, fafa de același : 
microorganism in.sistem discontinuu (Harrison, 1976; Warzywada 1978 ; 


1987;  Shulgaskaya, 1987), 


celulară 
la 6,75 glh7}, în flux con- 


tinuu (Anghelache, 1978). În flux continuu, productivitatea celulară se calcu- 
lează după formula (Harrison, 1976). 


unde: -P e 
| Dr 

ri = 

-© Ñ 
ee Aba 
tăţii prod 


pentru drojdiil 
te celulară de 2—4 gl ih: (Faust, 


P= DX Spx 


ste productivitatea (gl*h™?) ; 
— rata de diluţie-(h'1); 

— rata specifică de creștere 
— concentraţia celulară (gI 1). 


(b>) ; 


146 este prezentată dependența productivității celulare şi a canti- 


isului de rata de dilutie şi biomasa acumulată. 
Literatura de specialitate menționează 


5.14.3. EFICIENȚA UTILIZĂRII 
SUBSTRATULUI METANOL 


e metilolrofe o productivita- 
1983). 


“Un alt factor important cu pondere in 
preţul de cost al produsului îl constituie 
eficienţa utilizării substratului metanol de 
către drojdiile metilotrofe, adică randmen- 


tul în biomasă faţă de unităţi de greutate 
ale substratului, respectiv carbon şi hidrogen. 


Cu toate că în cursul procesului de obținere 


de proteine din met 


-damentului fata de carbonul utilizat. 


anol.nu numai carbonul 
ci şi hidrogenul prezent in substrat este oxi- 
dat, se consideră mai adecvat calculul ran- - 
În 
acest sens, Ero shin. (1974) arată că ener- 


gia din substratul folosit transferata ener- 


giei biomasei caracterizeaza mai bine eficien- 
ta utilizării substratului metanol. 
valoare a fost definită ca grad de reduce- 


Această 


re a carbonului din substrat şi a fost nota- 


tă cu ys: 


vy; indică numărul de electroni calculati 
atom de carbon care pot Îi trans- 


pentru un 


ferati oxigenului prin oxic 


larea substratului. 


la apă şi dioxid de carbon. Notînd cu 4 efi- 


Rate de dilutie 
Fig. 146. Dependenţa productivităţii 


i 


celulare și a calității produsului 
finit de rata de dilutie si biomasa 
acumulată (după Faust, 1983): 

Qos s — rata de consum O, şi sub- 
strat; AN — acizi nucleici; A — 
conţinutul in azot; AA — continu-. 
tul proteinei în aminoacizi; Y — ran- 
damentul substratului; RQ — coe- 
ficientul de respiraţie; DĂ — pro- 
ductivitate; X — concentraţia celu- 
Jari uscată. i 
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cienta utilizării energiei substratului pentru obținerea biomasei si cu M co 
tul materiei prime, se poate calcula costul materiei prime necesare pentru ob: 
ținerea unei tone de hiomasa, după relaţia: l p 


e . A ar: i nak | (294) 
: f i Yas0uli w pE a = : j 
unde : 0; este partea de greutate a carbonului față. de greutatea totală 
` a substratului. = = re pt: 
"Conform relaţiei, o creştere a lui ».duce la descresterea cheltuielilor 
pentru materiile prime. : | «| AF | E 
Oxidarea: substratului metanol are loc în prezenţa oxigenului din aer. 
De aceea, costul procesului. de cultivare, în special al- aerului, constituie -un 
alt factor important în producţia industrială de biomasă din drojdii metilo= 
‘trofe. Întrucît în bioreactoarele industriale. oxigenul limitează creșterea, 
“cantitatea de biomasă acumulată este direct proporțională cu randa mentul 
de biomasă calculat pe unitatea de oxigen utilizat de către celule. Notind 
aceasta cu Yo, seiindică ce cantitate de biomasă rezultă dintr-o tonă de oxigen 
utilizat de către celule. aw N a 
= În procesele de oxidare microbiologică acroba, ca rezultat al transferului 
de electroni la atomii de oxigen, apare producerea de căldură. În general, 
producerea de biomasă este direct proporţională cu cantitatea de oxigen 
folosită. Preţul răcirii, aerării, agitării apei, al salariilor, trebuie incluse de 
asemenea în costul cultivării. Dacă notăm aceste preţuri cu ®, găsim că pre > 
_turilé specifice, deci costul cultivării unei tone de biomasă este egal cu ®/ Yo: 
Acest raport: ee 


Ard z (295) 


k, . ; T Tg 


reflectă consumul energiei substratului pentru obţinerea unei tone de bio- 
masa: Între- Y, şi y există următoarea relaţie (Minkievich, 1973) : 
ni a USS, tea y ota 
nies NPY paul no 
-Tinind cont de faptul că preţurile specifice cultivării. sînt egale cu @/ Vos 
“obţinem : oad si S : A) 


gel saa A e az it, (297) 
On Rin ars oye AES 4 
“Atita timp cit pentru un bioreactor dat 1,3 este o valoare constantă, modi- 
ficările în costurile specifice ale cultivării sînt determinate de eficiența utili- 
zării. substratului dependent de (1 — n)/n. Cu cit valoarea lui 4 este mai sca 
zută, cu atît costul cultivării este mai ridicat (fig. 146). Cu cit valoarea- lui 
7 este mai ridicată; cu atît concentraţia de biomasă obţinută în flux continuu 
este mai mare. Aceasta ne permite să scădem atît consumul specific de apă 
TOIL şi costul separării biomasei. Acest lucru este important, tinind cont de 
faptul că bioprocesul de obținere de proteine se realizează în soluții apoase 
relativ diluate, iar consumul de apă în industria microbiologica este destul . 
de ridicat. Creşterea lui - ajută la combaterea acestui fenomen. 
`- Însumînd costurile specifice ale materiilor prime și ale cultivării obţinem £ 


= toi Pee ee tsi să de ve zl . (298) 
KTE A E eee 0 5; : A 
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Această formulă permite compararea costurilor parametrilor dati cu creşterea | 
celulară -pe diferite substraturi, adică, costul exploatării bioreactorului ex- 
- primat în cost al oxigenului. . 3 | 
u Eficienţa utilizării energiei substratului (4) trebuie luată în considerare 
atunci cind se studiază mutantele. înalt producătoare, deoarece selecția la 
` drojdiile metilotrofe poate să ducă la izolarea unor culturi cu creşterea rapidă 
et care să nu posede o valoare y ridicată. a" 


i - 5.15. CONSIDERAȚII ECONOMICE 

Deşi toate aspectele de siguranță a produselor comercializate: au fost 
“examinate în experienţe pe termen lung, iar cîteva produse au primit avizul 
de utilizare (Anonymous, 1979), procesele de obţinere de proteine folosind 
materii prme sintetice nu au găsit. în general accepţia economică în vestul 
europei si în S.U.A. Chiar în cazul folosirii substanţelor. ieftine, cum sint 
metanul şi metanolul, nu a fost posibilă comercializarea produselor, din cauza 
preţului scăzut de pe piaţă al făinii de soia. i 

“Dezvoltarea în ultimul limp a unor procese de obținere de proteine 
proprii a făcut ca biomasa proteică din metanol şi metan să poată rivaliza 
cu făina de soia — sursa cea mai ieftină de proteine — ca şi cu proteinele 
funcţionale, cum ar fi cazeina și albumina. | | donl 
© Comparîndu-se diferite surse proteice s-a constatat ca alături de protei- 
nele din carbohidrați si deşeuri celulozice, proteinele obținute din metan 
şi metanol au costurile de producție cele, mai scăzute. E cet 

După Hepner (1982), factorii de cost în producţia de proteine din 
metanol sînt: substratul, investiţia „și energia (tabelul 90). Prin uramre, 


A ; "RS. Tabelul. 90 
- Factori de cost în producția de proteine din metanol ` 
“(după Hepner, 1982) . ! 


Catei o %, din costul total 

Fi . A z \ . 4 
Energie Ce tae a A mr 17 
Personal, întreţinere, cheltuieli 9 
Investitie 28 
Materii prime s Ați: | 46 
Metanol : | =) af -309 
Amoniac . ; l 4 
Acid fosforic 4 A dia | 5 
Altele (K,* Mg?+, Fe?*) . Ni ion 12 


în cazul metanului şi in. special al metanolului, costul relativ ridicat al sub- 
stratului impune utilizarea lui avantajoasă din punct de vedere economic 
precum și un preț scăzut al depozitării biomasei proteice obținute. 
Sursele proteice agricole au un conţinut proteic mai scăzut decît protei- 
"mele pbţinute cu ajutorul microorganismelor şi nu pot satisface în totalitate, 
necesităţile de hrană mereu crescule ale populaţiei. În “aceste condiţii, se 


întrevede că acoperirea necesarului de proteine se va putea realiza atit prin 
dezvoltarea resurselor tradiţionale bazate pe agricultură, zootehnie, pisci- 


cultură, cit si prin dezvoltarea, în continuare, a producţiei industriale de 
proteine bazate pe procese biochimice. | 
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„5.16, EXEMPLE DE PROCESE JIN 


- 


E 


i tees ie a obţine: la: scara industrială proteine de uz zootehnie (aditivi — 
— furajeri) a rezistat probei timpului. Astiel, către sfîrșitul anului 1950, firma 
British Petroleum a manifestat interes pentru producerea de proteine din 
hidrocarburi, realizind concomitent deparafinarea motorinei.. Uzina din 
_Lavéra, construită în acest sens, dispune, în 1976, de o capacitate de producţie 
de 20000 t pe an. Reprofilată pentru creşterea drojdiilor pe n-parafine, 
această tehnologie a suferit fluctuații de interes, de la o țară la alta, în funcţie 
de disponibilitatile de petrol si de situaţia agricolă (Sasson; 1988). Eo 
>  Revenite. în actualitate datorită: succeselor obţinute de unele industrii 
din Germania (Uhde, Hoechst) și Marea Britanie (Imperial Chemical 
„Industries, I.C.I.) cu proteinele obținute prin cultivarea bacteriei Methy- 
_lomonas pe metanol, aceste preocupări sînt orientate în pr ezent spre gasirea 
de microorgarisme și tehnologii capabile să valorifice numeroasele substraturi 
£5) reziduuri mentionate.anterior. Se consideră că, din punct dev edere economic; 
procedeul pus la punct: de către I.C.I. este cel mai rentabil (1988). 

i; Procedeul studiat de Kuaishi (Mitsubischi Gaz Chemical Co. Inc. 1979) . 
„a fost stabilit pe o. unitate pilot:avînd o capacitate de 100 t/an. Bioprocesul — 
se desfăşoară in bioredctoare de tip air-lift, prin cultivarea în flux’ continuu 
a drojdiilor Pichia aganobii Y-1023 si Hansenula polymorpha V-32. | 

Folosind rezultatele obţinute la nivel pilot, s-a efectuat o ridicare la scară 
„pentru o capacitate: de 60 000—100 000. tjan. a 
„_ Proteine prin biosinteza se obţin la scară industrială în Japonia, s. US 
_ Rusia, China, Cehia, iar la faza ‘pilot sau by în numeroase alte țări 
(Anghelache, 1978). 

„În: ţara noastră, procedeul de oiiae ite proteine din ital cu aju- 
„torul drojdiilor a fost stabilit de către Institutul de Cercetări Chimico-Farma- 
“ceutice Bucuresti în anul 1987, la nivel pilot industrial, pe instalaţia existentă — 
la Întreprinderea: de Bioproteine Curtea de Argeş. Acest procedeu constă 
` în cultivarea drojdiilor metilotrofe în flux continuu, înti-un bioreactor de ` 
tip air-lift. Biomasa realizată cu drojdii metilotrofe din colecţia institutului 
-a fost testată pe animale, în vederea stabilirii valorii nutritive şi a efec vuli 
| bioproductiv al produsului. : 


BIBLIOGRAFIE TENS : 


1. ABE S., YUKITE Y. Chémicals by enzymatic and ‘microbial processes. Recent arene sUh 
rdd. J. I. DUFFY, 1980, 355—356. 

"2. ABRAMOVA M. A, KAPULTSEVICH YU. În: Mikrobiologiya, 55 5, 1986, .760— 764. 
3. AIBA S. Biochemical engineering, Academic Press, New York, 1973. 

4. ALAMYAE T. O, TENGYOSKH KH., SOOM YA. O., SIMISKER YASA În: Mikro- 

DIA or : biologiya, 54, 4, 1985, 634— 640. z 

D ANGHEL A WERLEA V., TOMA N. „Drojdiile. Editura zeta rd R.S. R. Bucuresti, 
1984. 

6. ANGHEL L, TOMA N., VOICA E “COJOCARU I. Biologia și tehnologia has vol. I. 

rhe Editura Tehnică, Bucureşti, 1989. 

tk ANGHELACHE 2 Obţinerea proteinelor prin biosinleză din materii prime petrochiantces Edi- ; 

| tura Științifică și Enciclopedică, Bucureşti, 1978. 


` 8.. ANONYMOUS. În: Pure and a Chemistry, 51, 2537— 2560. 


9. ASTHANA H., HUMPHREY A. E., MORITZ V. in: plore nRD IET and 1 bioengineering, É 
XII, 6, 1971, 923— FA PERA r 


:300 -. baia a | 


+. BANU C., PREDA N., VASU Sv S. Produsele drnenlare şi inocuilatea lor. Editura Teh- 


nică, Bucuresti, 1982. 


„BAYER M. V., POLANUEK B. M., KAPULTSEVICH YU. G. În: Mikrobiologiya, 56, 


îi 1987, 157—159. 


: BAYER M. , KAPULTSEVICH YU. G. În: Mikrobiologiya, 56, 4, 1987, 570—577. 
à BEECH F. S DAVENPORT R. R. Methods microbiology, IV, sub red. BOOTH, Acae 


EnA Press. London. New York 5019715972. 


„ CERCEL M., BOLTASU Gl, SASARMAN Ii, ‘in Arch.: Roum. Path, Exp. Microbiol., 


40, 3, 1981, 217— 293. 


. CERCEL M., SĂSĂRMAN E., GHIOCEL R., MARINESCU M. În: ne Inte pet at con- 


A on culture collections, Brno, Czechoslovakia 1981, 


. CERCEL M., DIMOV-VASSU T., SASARMAN E., OLTEANU V., a ak, SCU I. În: 


Luetările celui de al treilea simpozion de microbiologie industrială, 1982, 353— 
359% 


. CERCEL M., VAMANU A., GHIOCEL R., CODIȚĂ I, ENACHE A., BUTNARU A. In: 


Lucrările celui de- ‘al patrulea Aire) de microbiologic industrială, 1983, 193— 
198. 


ăi CERCEL M. „JURUBIȚĂ Ss. SĂSĂRMAN E, NEGOESCU 1., BOL TASU G., VAMANU A, 


; GHIOCEL RS ENACHE A., BUTNARU A. in: Simpozionul „39 de ani de 
activitate a ICCF“, Bucuresti; 1984.. 


. CERCEL M., VAMANU A., OLTEANU V., CHISACOFF 1., MIRON N,, CIOCIRLAN R. 


n: 4t? Symposium of the socialist countries on biotechnology, 1986, 147. 


„CERCEL M., VAMANU A., MIRON N., GHINEA S., OLTEANU V., GHIOCEL R. În: 


Simpozionul national de comunicări tehnico-sliinjifice, București, 1987. 


v= CHAMPAGNAT. A., ADRIAN J. Pétrole et protéines, sub red. DOIN, Paris, 1974. 
. DAMJANOVIC V., RADULOVIC D., in Cryobiology, 5, 2, 1968, 101—105. 
+ DELLWEG H. Mikrobiell proleingewinnung und biotechnologie. 2 Symp., Verlag Chemie 


Weinheim, 1982, 129—136. 


b DIJKEN J. P., VEENHUIS M. HARDER W. În: Fifth internalional Feryat sympo- 


siumy Berlin, 1976, 387. 


. ELMEYARGI H., COFFARO D.,.in J. Ferment. Technol., 55, 1977, 581. 

. EROSHIN V. K. "în: Biotechnology and bioengineering, 4, 1974, 995—1001. 

. FASELLA P., AGOSTINELLI F., Genetic engineering, Sapere, 1981, 26—35. i 

. FAUST U., PRAVE P., SUKATSEH D. Al În: J. Ferment. Technol., 55, 6, 1977, 609— 


„644. 


: FAUST UI, PRAV See: E A comprehensive treatise in § volumes, sub red, H.J. 


REHM, 3, Verlag Chemie, 1983, 83—108. 


. GARRET E. R. CASPE R R. În: J. Amer. Pharm. Assoc. Fy, 44, n, 1955 >» 515, 

. GOTO S. În: J. Ferment. Technol: . 51,/1979, 341. 

2 GOW J. 'S. In: Single cell protein, Ir, 1979, 370. 

. HARRISON D. E. F. În: Chemical technology, 6, 1976, 570—574. 

4, HEPNER L. Handbuch der biotechnologie, Akademische verlagsgesell-Schoft, Wiesbaden, 


1982, 555—565. 


5. HILL G. Avy CAMPBEL L W. R. În: Biotechnology and bioengineering, XVI, 1974, 551— 


“B58. 


. ILGHENKO A. P., KUVIGHKINA TI N, ADANIN V. M, ARIPOVSKY A. V. În: 


Mikrobiolog giya, 56, 4, 1987, 578—581. 


. KUPLETSKAYA M.B. În: Microbiologiya, 56, 3, 1987, T 491. 
. KAPULTSEVICH YU./G., BAYEV M. V., SIMISKER YA. A, KYIVEAR R. K. În: 


Mjkrobiologiya, 56, 1, 1987, 7173, 


. KIKUCHI M: În: Biotechnology and bioengineering, XXII, Suppl. 1, 1980, 195—208. 


. KISHELOV A. V., NESTEROVA I. În: Mikrobiologiya, 56, 3, 1987. 49 2—496. 

. KURAISHI M., FUJII T. În: Microbiol growth on C,-compounds, 1975, 231. 

. LEDEBOER A: M., EDENS L., MAAT J., VISSER C., BOS W., VERRIPS C. T., JANO- 
WIEZ ZI, ECKART M., ROGGENKAMP R., HOLL ENBERG CREP: int Nucleic 
Acids Res., 13, 9, 1985, 3036— 3082. 

o LEE J. D., KOMAGATA.-K. În: J. Gen. Appl. Microbiol., 26, 1980, 133— 158. 


o LIROV A S.A. MATVEYEVA N. L, NIKOLAYEV YU. A. în Mikrobiologiya, 56, 4, 


1987, 707 — 708. 


A LODDER J.5 Lhe Yeasts. A taxomic study, sub. red. J. LODDE R, North-Holland Publ. 


Co., Amsterdam, 1970. 


. MINAMI K. În: J. Ferment. Technol., 56, 1978 a, 64. 


-MINAMI K., YAMAMURA M., SHIMIZU S., OGAWA K., SEKINE N. În: J. Ferment. 
Technol. ., 56, 1, 1978 b, 35—40. 


301 


48. MINAMI KS YAMAMURA M., SHIMIZU So OGAW A K. 5 | SEKINE N. în: J. Ferment. 
= Technol., 56, 1, 1978 c, 1—7. - - 
49; MIRON N., VAMANU A., CERCEL M., -GHINEA S., OLTEANU vV. În: ; Simpozio p: 

y genetică şi inginerie genetică, Bucuresti, 1987. - ? 
50. MITIC Sa Ne DAMJANOVIC V: În: Cryobiology, 11, 1974, 116— 190. X 
ble MIYASAKE Y., CHOKYUN.R., APTAONY JI, SINSKEY. In: Biotechnology and Me, 
engineering, XXII, 1980, 2065—2079. fE ai i 
D280) MUSCĂ G. Orientări, realizări, tendinţe în cercelarea ştiinţifică şi ingineria. "tehnologică. Bio- 
„tehnologie. Aplicaţii: industriale, INID, Bucureşti, 1987. 
m53; MULLER F. În: Fifth international fermentation symposium, Berlin, 1976, 477. ~ 
54. NIKOLAYEV A., MATVEYEVAN.I., LIROVA S.A., SOKOL OMD P. , PLAICUNOY V Ve is 
F : În:Mikrobiologiya, 56, 4, 1987, 537—542. ; 
55. PEBERDY J. F. În: Enzyme: Microb. `Technol., 2, 1980. ie : 
56. PILAT P., PROKOP A. În Biotechnology and bioengineering, XVII, 1975, 1717=—1722 

57, SAHM H., WAGNER F. in: Genetics of industrial microorganisms. Seco International 
i Symposium, 1974, 92.. T: 

58. SAHM H., DIX B., EGGELING L., ROGGENKANP R. in: Fifth nai fermenta- 

A rr tion symposium, Berlin; 1976, 3,89 bee 2s p! 

59. SAHM .H. Advances. in biochemical- TED 6, sub red T. K. GHASE, Sprigeen ra. 

Verlag, 1977, 77— 103. 

60. SASSON Ar Biotehnologiile : sfidare si. promisiuni. Editurâ Tehnică, Bucureşti, 1988. 
61. SAVEHENKO - -G..V., VIKHAUSKII YU. D., YKAPULTSEVICH YU. G. In: Genta 

Tae : (Moscova), 17, $, 1981, 1521—1523. i 

62. SAVEHENKO G, V., KAPULTSEVICH VU TEMINA A. V., NITITINA I. Al În 
ita Mi drobislosiva: 52, 3, 1983, 449—454. - pe 
63. SCHLINGMANN M.; PROVE P. În: Fette Seifen Msnim, 80, 1978, 283—286. 7. 

64. SCHULZ. E.  Mikrobiell proleingewinnung und ‘biotechnologie. 2 Symp., Verlag Chemie 

Weinheim, 1982, 225—237. 

65. SHERWOOD R., ATKINSON T. În: Chemistry. and industry, 1981, 241—247. ; 

66. SIBIRNY A. A., "T ITORENKO V. I. EFREE +V_ B. D., TOLSTORUKOV: ty I., Yeast, 3, Éa 
! 1987, 233 — a 

67. SHULGOSKA YA E. , POZMOGOVA I. N., RABOTNOVA I 10% i: Mikrobiologiya 

: 56, 4, 1987, ee 634. 

68: SUZUKI Y. ine International symposium on SCP, Paris; 1981, TZN | 
1697 DEFORENEO V. IL, BYKOVSKAYA SV., TROTSENKO YU. A. În: Mikrobiologiya, 

ane . 54, 2; 1983 a, 307—311. ; 

70. TITORENKO V. L, TROTSENKO YU. A. În: Mikrobiologiya, 52, 6, 1983 b, 979 — 985. 

71. TOPIWALA H. H. ‘in: Microbiol growth on C-coimpounds, 1975, 199—202. 

72. TROIE V. Modele: matematice in biomedicind, Inst. Politehnic Bucuresti, 1979. i 
- 73. TSUTSAYEVA A. A., KAZANSKAYA L. N., BALYBERDINA L. M. MARKOVA V. M- í 

ae KUDOKOTSEVA O. V., KADNIKOVA N. G În: Mikrobiologia, 56, 2, 1987, 

a 338 — 346. 
74. VANA A, CERCEL M. OLTEANU V., MIRON N., GHINEA S., ARIZAN R., OLĂ- 
da RĂSCU N., in AL Vi-lea SDA de microbiologic industrială si biotehnologie; 
Iaşi, 1987, 363—366. 

75. ZARNEA G. Tralat de microbiologie. g Penerald, II. Editura Academiei R.S:R., 1984. j 

76. ZARNEA G. Revoluţia biologică. Ed. Academici R.S.R., 1985. i , 
77, WINDASS J. D:, WORSEY M.-J., PIOLI E. M., PIOLI D., BARTH P. T., ATHERTON © 
A Si săi ty ‘DART E. C. În: Nature, 237, 5781, 1980, 396—401. ce 

78.“ QUAYLE HS, FERENCI T. M. În; Microbiol. Rev., 43, ee 251—273. 

TR YAMADA EES in i in SERED se ely 20—25. 


r 


í 


6. TEHNOLOGIA OBȚINERII PROTEINELOR 
DIN DROJDII PE ETANOL | 


A. VAMANU 


6.1. INTRODUCERE 


Alegerea etanolului ca unică.sursă de carbon si energie elimină dificul- 
tăţile legate de producţie prin biosinteza a biomasei proteice de uz uman. 
Etanolul are avantaje nete în comparaţie cu alte substanțe sumarizate în 


tabelul 91. 
Tabelul 91 


Etanolul ca substrat pentru biomasă 
„ (Hamphrey, 1980) 


Avantaje. 
1) Disponibil ca materie foarte pură 
2) Acceptabil ca ingredient alimentar 
3) Uşor de depozitat si transportat 
4) Complet solubil în apă 
5) Nu este un inhibitor marcant pentru cele mai multe microorganisme 
6) Necesită mai puţin oxigen și. eliberează ‘mai puţină căldură decit alte substanţe hidrocar- 


bonate ot .. 
7) Poate fi obținut în cantități mari din resurse noi 
Dezavantaje 


1) Costul relativ ridicat de substrat 

2) Volatilitate relativ înaltă în soluții diluate 

3) Uşor utilizat de multe specii de microorganisme ca sursă de carbon, deci poate fi con- 
taminat l ! 

De exemplu, etanolul poate fi produs din cereale si alte resurse noi, ca 
materie foarte pură. În consecință este acceptabil ca materie primă pentru 
uz alimentar. El este uşor depozitat si transportat si nu este atit de toxic 
ca |metanolul. Este complet solubil in apă şi nu este un inhibitor marcant’ 
pentru. microorganisme, în special pentru drojdii care pot crește în medii 
de cultură ce contin 5—10% etanol. Necesarul de oxigen pentru metabolis- 
mul etanolului este destul de mic $1 eliberează mai puţină căldură decit alte 
substraturi (hidrocarburi, carbohidrați). 

-© Principalul dezavantaj al folosirii etanolului în producție de biomasă 
proteică este costul lui ridicat, de aproximativ 2,5 ori mai mare decît în cazul 
folosirii glucozei (Humphrey, 1980). | j 
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~Etanolul are o volatilitate relativ ridicată in soluţie diluată. Prin urmare, 
pentru a evita o pierdere apreciabilă prin evaporare, trebuie păstrată- o con- 
centraţie scăzută în mediul de fermentație. Aceasta poate. îi realizată prin 
“utilizarea procesului continuu sau semicontinuu. | et 
__ Obţinerea proteinelor din drojdii pe etanol se operează în condiții asep- 
tice si concentrat i limitate de substrat, la o rată de creștere înaltă care sa 
asigure un randament si un conținut proteic maxim în produsul finit. 


_ 6.2, MICROORGANISME 


În literatura de specialitate sînt multe referințe despre specii de micro- 
“organisme care utilizează - etanolul ca sursă primară de carbon și energie. 

Cele mai multe specii de drojdii aparţin genurilor Candida si. Saccharomy- 
ces, deoarece acestea au fost acceptate de către F.A.0. ca ingrediente alimen- 
tare (Watteeuw, 1977). Au mai fost testate si specii ale genurilor: Debaryo- 
“myces, Endomycopsis, Hansenula, Lentinus, Pichia, Rhodotorula. 


6.3. CAL METABOLICE DE UTILIZARE - 
A ETANOLULUI DE CĂTRE DROJDII 


- Etanolul este în primul rînd oxidat la acetaldehida -după care urmează 
a doua oxidare la acetat.°Ca rezultat al acestor oxidări, se produc două mole- 
cule de NADH pentru fiecare moleculă de etanol. 
< Acetatul produs se poate acumula ca produs extraceluler sau se poate 
‘transforma în acetil, care intră în ciclul acizilor. tricarboxilici și evoluează 
direct la malat. În acest caz majoritatea NADH citoplasmatic este implicat 
în oxidarea etanolului, deci acest malat este transformat în piruvat cit și! 

în oxaloacetat care necesită NADII (fig. 147). | : 
- Este posibil deci, să se observe o creştere a coeficientului respirator 
în cazul recirculării acetil-CoA- în ciclul acizilor tricarboxilici avînd ca efect 
„producerea unei cantități mai mari de CO,. Aceste relaţii sînt prezentate in 
tabelul 92 si determină cinetica şi randamentul total care este foarte impor- 
tant pentru optimizarea procesului. MD a ee | See “Ps ine = ) 
Ps x nA | Tabelul 92 
Relaţiile stoichiometrice în cazul metabolizării etanolului de către drojdii 

eat a - (Hamphrey, 1980) a TL 


4 


Coeficient — : 
RSO Randament 
YA - moli CO, g-celule 
poo —s 
Stoichimetrie.  - A e TTS g etanol 
2 


-  Dezvoltare pe etanol min | i i 
8 CH;CH:OH + 9 Oz + 2 NH; — 2 CH: NO; + as 
| A ie 6,201 SF 5) 440,851 


` -+ 2 CO: + 16 H:0 
Producere de acetat . -— $ [= ; 
CH,CH,0H + 0, > CHCOOH + H:O : _ 0,0 ira 0,0 
CH,CH:OH + 30, —> 2 C0: + 3 H:O `. (eta ste | 0,0 
-:21:; WăPopbare peacetat © .- TTE : E 
8 CHCOOH +:2 NH; +. 02 > 2 Calu NOs + | 
+2 C0: + 8 H:0 m : l : PHO eS 0,65 
` CH,COOH + 2 0, > 2 CO, + 2 H0 — Daa 0,0 . 


În plus, nivelele de NADH descresc o dată cu declinul conversiei de eta- 
nol şi crese în consumul extracelular de acetat. 


Pa 


6.4. CINETICA | | cinco ok le râuri 


paar hate 
s Tai oc gta cscs rac 
AIE ive je w 4 , : ’ : Avet-Coa 
„__ Citeva studii. rozetă! cinetica de | ‘ee 
ut‘lizare aerobi a etenolului de către. ada EEE ai 
_drojdii ca Mor si Fiechter (1968), A KaD EIRA 
; A N 
Laskin (1977), Ristraph, Wa- Relat rei (eter CĂ esa 
tteeuw Armiger şi Hamphrey 7 
k N 
(1977, “Pro Kops SV obi abe eo oer. a 


botka si Panos (1987), Hum p- 
grey (1980). Problema. are două as- . 
pecte.: Mai întîi coeficientul de -utilizare 
~a. substratului depinde foarte mult de 
rata de crestete, iar în -al doilea rind, 
acetaldehida si acidul acetic, care sînt 
intemediari în metabolismul etanolului, 


Oaalo-seccinge 
Acetil- COA to 


Feto qiulerat 


Giza lat 


sint inhibitori ai creșterii. În fermenta- ee na Coe Cuo = FTEROT] 
te 7 “4 A 7 ADH N Aga 
tiile aerobe cu substrat de etanol, amindoi = ‘le 
compușii ‘se pot! acumula cînd etanolul Recea logica ap 
este în exces. Ai Fig. 147. Căi metabolice de utilizare a 
pi > xen etanolului de către drojdii Capete 
Prokop şi colab. (1978) au arătat 1980). 


că rata. de creștere a drojdiei Candida 
utilis “A-49 este pe jumătate inhibat& la concentraţia de 0,12 g/l acetal- 
dehida si 0,0175 g/l acetat. >. | 

Tabelul 93 prezintă citeva valori ale “randamentelor tipice obţinute 
cu drojdii HER etanol în condiţii: limitate şi nelimitate de substrat. 


ae. cy i i Tabelul 93 


Randamente i in biomasă proteică din etanol 
(Humphrey, 1980) 


5 . 


Ka Biomasă | - Tim Etanol |. Randament | Randament 
Autori | finală (hy. ca substrat efectiv real 
(G/T) | e „su (gil). (g/g) m=0,02 (g/g) 


Etanol limitat i 


Ziegler (1979) i ATR « 19,5 19,5 0,69 0,73 

‘Prokop (1978) W5 > PERSEA 2047. E 0,75 0,76 

Laskin. (1977). «<4 flies : hel. aN) 0,75 0,77 
Etanol nelimitat 

Watteeuw (1977 33 a pri ata iul Rd | 0,35" -| . 1038 

Laskin (1977). . i Oe — Zu 0,46 oe 

“Mor (1968) > ` A i 4,7 ee 7 eit. 0,46 = 


fa RL) e dad RR e | SL me? ep i ee eee AA e e 
| iat 4 
Cind microorgan ‘smul este crescut la concentraţii scăzute de etanol, 
poale fi atins un randament de circà 0,75g biomasă/g etanol. Randamentul 
„depinde în special de constanta condiţiilor. de cultivare şi de rata de creştere. 
Literatura arată că la rate de creştere de 0,25 h7! — 0,35h~', se obţin rezul- 
tate optime. În cazul concentrațiilor. ridicate de faka (4 g/l), se obțin 
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randamente scăzute şi variabile (Humphrey, 1980). Randamentele. mai mici 
de 0,35 g biomasă. pe/g etanol nu sînt economice. Randamente înalte în 
biomasă proteică din etanol pot fi obţinute prin cultivare continuă, la rate _ 
-de creştere mari, in care concentrația de etanol din mediul! de cultură, nu 
depăseste DIG. 


6.5. FERMENTATIA 


Creşterea A sia a drojdisi selecţionate este efectuată la scară mare, 
intr- -un proces. de fer mentatie continua, aseptic’, in care substr atul, ' substan- 
tele nutritive şi aerul se introduc continuu. într-un bioreactor, în timp -ce li- 
chidul fermentat: este îndepărtat continuu. „Din lichidul fermentat urmează 
separarea bio masei.. i 

Compoziţia mediului” de cultură - este prezentată în Pabeiul 94. Sărurile 


minerale care se adaugă în mediu în cantităţi relativ mari sînt clasificate ca 


ee 0 e N 
macroelemente, iar cele necesare în cantități foarte mici (urme) ca micro- 
-elemente, l 


`- Tabelul 94 


` Componente anorganice ain mediul de fer mentatie 
(Ridgway şi colab., 1975) 


Jee eee _—— 


Elementul nutritiv. Compusul tipic ~. „Limite largi Concentraţii. optime 
Macroelemente = 
Fosfor : HPO, i X 1—5 g 4 2—4 g 
Potasiu mel Clee TERTE 5 (2-3 g 
Magneziu . MgCl, 6 H20 5 MgSO. 0,2—1.g- 0,3--0,6 g 
Calciu ~ Cala =U 0Ol— pi 0,001—0,2 g 
: Sodiu ` Na:CO,cH20 ; NaCl 0,01—1 g _0,01—0,2 g. 

Microclemente ta i 
a ie 'FeC;H,(OH) (coom, : MoT 1—40 mg 6—13 mg 
Mn. ~~ | MnSOseH20 i : 1—20 mg: oot =— Bari he 
Zn . ZnSO P&H,0" j < 0,5—20 mg . 2—6 mg. 
Mo | - i| NaeMoO,:‘2H,0 ` w 0,1—10 mg 1=2 mg“ 
Cu i .| CuSO,:5 H:O | e Li 0,01—10 mg 0,5—1 mg 


Soluţiile apoase ale componentelor mediului de anon sînt: sterilizate 
prin. încălzire la 120. ..130*, înainte de introducerea în fermentator. -Tem- 
peratura. de cultivare re reon he ey akal, pH-ul se menţine între 3 == oye 
preferabil 4,0,- cu amoniac. taci cînd se foloseşte: amoniac gazos, acesta 
este injectat în linia de aer, rata de. aerare asigurînd o cantitate ta oxis 


de 100—140 milimoli/l/oră: 
Biomasa se recoltează prin. centrifugare şi: este uscată prin atomizare. 


Compoziţia chimică şi analiza pan te eee din. produsul finit este 


prezentată în tabelul 95. 
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Tabelul 95 


- Compoziţia chimică si analiza aminoacizilor din. biomasa proteică obţinută 
; din drojdii pe etanol 
(Hitzman, 1984) 


* Compoziţia chimică na Oe Analiza de aminoacizi 
: s GA e n RI g aminoacid/100 g biomasă) 
a ~ ` 3 A 

Azot -> ; O OMT Acid aspartic 4,42 
Proteină. brută ` 52 -© | FTreonină 2,55 
(N x 6,25) | | - | Serină 2,29 
Cenusa 8. ; Acid glutamic 8,48 
` Lipide > 7 Prolină l E N 
Umiditate T Glicină 2:94 
Minerale ork % Alanină 2,70 
Ca E. 0,02 7. Cistină - hn 0.86 
P i "100i | Valină 2,76 
Mg. i 0,10 Melionină 0,62 
K AR” AD aa - Izoleucină , 24 
Na. i 0,10 : | Leucina 3,48. 
| f : Tirozina 1,66 
‘ - Fenilalanină FO 2, LS 
` j Histidină 1,09 
Lizină _ 3,48 
Arginină 2,86. 
Triptofan 0,52 


6.6. EXEMPLE DE PROCESE 


Cîteva proiecte comerciale de obţinere a biomasei proteice din drojdii 
pe etanol'sînt! prezentate în tabelul 96. În S.U.A., American Oil Company 
a construit un pilot cu o capacitate de 7,5 t/an in Hutchinson, Minesota, 
utilizînd drojdia Torula. Produsul obţinut are denumirea comercială ,,foru- 
tein“ şi a fost impus ca ingredient alimentar cu aromă plăcută 


cll a! | Tabelul 96 
Proiecte de obținere a biomasei proteice din etanol 
ape | $ (Humphrey, 1980) j 
= À 3 


| Compania Microorganismul ae 
Amoco i i “| Candida utilis : 7,5 i : 
Mitsubishi - ` | Candida i 100 
Slovnaft Drojdie F 1 000, Kojctin 
` Sake fond Un er chal Cehia. ` 
Institutul de Fermentaţie Hansenula anomala 3,5, Spania 
Industrială 
Cepso a, Drojdii i 100 000, Huelvo, Spania 
Schick-chemie-technik Hansenula anomala 100 000, Cologne Germania _ 
SmbH j l 
vove sta-Phillips Candida, Pichia, Hansenula |. . — 


Altă firmă din S.U.A., Provesta-Philips, a dezvoltat un proces de obți- 
nere a biomasei proteice, prin creşterea drojdiilor pe alcooli la concentraţii 
celulare foarte mari (circa 13%, substanță uscată) în proces continuu. Mediul 
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şi apoi uscat prin atomizare elimin îndu- -se astfel posibiiitatea de DL debra 


în faza de prelucrare. 


- Mitsubishi Petroleum ESRD AAY din Japonia. a crescut o tulpină de C ad dă 


pe etanol. la: temperatura de.40°C (Masuda, 1976). Acest ip al a. fost dez- 


voltat la scară pilot, avînd o capacitate de 100 t/an. _ 


Dezvoltarea drojdiei la. temperatura ridicata are avantajul de a redited 
contaminarea si cantitatea de apa de racire, implicind deci o reducere a 


costului de: producție. 


În Cehia . este raportată o capacitate pilot de 1.000 tjan în Kojetin; 


“bazată pe un proces care utilizează: drojdii (Laskin, 1977). 


În Spania, Institutul de. Fermentatie Industrială a Centrului superior 


"de cercetări științifice a. dezvoltat, cu sprijin. guvernamental, un proces de 


„producere de . biomasă proteică din etanol util: zînd drojdia  Iansenula 


-anomala (Humphrey, 1980). Acest proces sta la baza unei tehnologii licentiate 
„pentru 100 000 t/an de: către Semie-Technik SmSH Company (R. E.G.). 


Alle companii si institute tehnice din fosta U.R.S.S:, Germaia și Japonia 


“au patentat procesele . de obţinere a biomasci proteice pe bază de etanol 


(Erashin, 1976 ; Liike, 1976; Soto, 1973). 


Costul ridicat al energiei si-al etanoluliii derivat din ctilend nu face eco- 


nomic procesul de obţinere a biomasei „proteice, Prognozele asupia obținerii 


cantităților mari de etanol din noi: resurse: menţin et tanolul ca un substrat 
al viitorului in vederea obţinerii de proteine, care se vor utiliza” direct în ali- 
mentatia umana. 3 . 
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